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Résumé

Au cours de ce travail de thése, nous avons développé une nouvelle thématique
de recherche au sein du laboratoire d’Optique Physique consistant en la détection et
la caractérisation de nanoparticules métalliques en microscopie optique plein champ.
Dés les années 2000, I’étude optique des nanoparticules en métaux nobles a pris son es-
sor dans la communauté scientifique internationale. En étudiant les instruments déja
développés (imagerie a balayage par modulation spatiale de I’échantillon) et en les
combinant aux acquis techniques du laboratoire (détection synchrone multiplexée),
nous avons développé un premier instrument d’imagerie de nano-objets en or en mi-
croscopie optique plein champ.

Pour ce premier instrument, la position de ’échantillon est modulée dans le plan
perpendiculaire & ’axe optique par un modulateur piézo-électrique alimenté sinusoi-
dalement et la lumiére diffusée par les nano-objets est détectée par une caméra CCD
synchronisée avec la fréquence de modulation. Le signal ainsi détecté est démodulé
pour obtenir des images en amplitude. Suivant que le substrat de 1’échantillon est
opaque (nano-plots d’or sur silicium obtenus par lithographie électronique) ou trans-
parent (nano-particules d’or en solution dans de ’alcool polyvinyle (PVA) étalée par
spin coating sur une lame de verre), les nano-objets sont respectivement éclairés en
illumination fond noir ou guidée. Deux types de sources sont implémentées : une
source incohérente pour la caractérisation spectrale des nanoparticules et un laser a
A = 532nm, dans la bande de résonance plasmon de l'or, pour optimiser la détection
en terme de puissance diffusée et de sélectiviteé.

Afin de détecter les nanoparticules d’or en trois dimensions, nous avons développé
un deuxiéme instrument basé sur le principe de 'holographie numérique hétérodyne
et intégré dans un microscope commercial. Dans ce dispositif, le faisceau émis par
une source cohérente est scindé en deux pour former un faisceau de référence, ou
oscillateur local, et un faisceau sonde, diffusé par I’échantillon. Ces deux faisceaux
secondaires voient leur fréquence optique décalée d’une fréquence Af 'une par rap-
port a l'autre et interférent dans le plan de la caméra pour former un hologramme
battant a la fréquence A f. Le signal ainsi modulé est acquis puis démodulé via le pro-
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Résumé

cessus de détection synchrone multiplexée, qui permet, dans le cas de ’holographie
hétérodyne, de supprimer les ordres de diffraction parasites 0 et -1 de 'hologramme
pour ne conserver que l'ordre +1 contenant 'information pertinente. Le plan image
est reconstruit en effectuant la transformée de Fourier inverse de I’hologramme filtré
spatialement puis propagé numériquement dans l'espace de Fourier. Ainsi, & partir
d’une acquisition, il est possible d’obtenir le diagramme de diffusion en trois dimen-
sions d’un objet nanométrique et de localiser en trois dimensions plusieurs objets.
Dans une premiére version du dispositif, I'illumination cohérente est située dans la
bande de résonance plasmon de l'or afin d’optimiser la puissance lumineuse diffusée
par les particules. Dans une seconde version, nous utilisons un effet photothermique.
L’illumination holographique est alors décalée vers le rouge (A = 785nm) et les par-
ticules, absorbant la lumiére provenant d’un second laser & A = 532nm modulé & F
et de forte puissance, chauffent et créent dans leur voisinage immeédiat une sphére
d’indice modulée en raison de la variation de température. La puissance diffusée,
augmentée grace aux dimensions micrométriques de la sphére d’indice, est modulée
et donc détectée via le processus de détection synchrone multiplexée en décalant les
fréquences optiques des faisceaux sonde et référence d’une fréquence Af + F.

En paralléle & la mise en place des instruments expérimentaux, des simulations
numériques de la diffusion et ’absorption de la lumiére basées sur les théories de Mie
et Rayleigh ont été développées en y implémentant les caractéristiques spécifiques des
échantillons et des dispositifs expérimentaux en termes d’illumination (angle d’inci-
dence, caractéristique spectrale) et de détection de la lumiére (angle de collection,
rendement quantique de la caméra en fonction de la longueur d’onde). Ces simula-
tions nous ont permis d’évaluer théoriquement les puissances diffusées et absorbées
et de les comparer aux résultats expérimentaux en fonction de divers parameétres
expérimentaux.
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Introduction générale

La microscopie électronique et la microscopie optique en champ proche, en raison
de leur fort pouvoir de résolution, sont couramment utilisées pour imager et caractéri-
ser des objets de dimensions nanométriques |[1]. Cependant, ces deux techniques sont
astreignantes expérimentalement. Ainsi, la microscopie électronique nécessite d’opé-
rer dans un environnement sous vide poussé et la microscopie en champ proche, dont
la réalisation et la manipulation sont complexes, ne permet pas d’'imager d’objets en
mouvement. En raison de son utilisation simple et des faibles contraintes environne-
mentales, la microscopie optique en champ lointain offre une bonne alternative pour
la détection et la caractérisation de nano-objets (ou marqueurs optiques) dans la me-
sure ol il est possible de caractériser I’'objet via ses propriétés optiques et de détecter
sa présence méme si I'image n’est pas résolue.

Les marqueurs optiques les plus courants sont les marqueurs fluorescent car leur
fluorescence décalée vers les faibles longueurs d’onde peut étre extraite treés efficace-
ment du fond diffusant [2]|. Cependant, leur principal inconvénient est le photoblanchi-
ment, c.a.d. les processus photochimiques irréversibles transformant des fluorophores
excités en objets non fluorescent.

Des nanocristaux semiconducteurs, ou quantum dots, ont été proposés comme mar-
queurs optiques [3,4]. Bien qu’ils résistent plus longtemps au blanchiment que les
marqueurs fluorescents, leur intensité lumineuse est susceptible de "clignoter" |[5].
Les particules métalliques de dimensions nanométriques ne clignotent pas ni ne pho-
toblanchissent. Ainsi, elles présentent des propriétés intéressantes comme marqueurs
optiques lorsqu’on exploite leur propriété de diffusion et d’absorption.

La théorie générale sur la diffusion et 'absorption de la lumiére par une petite par-
ticule sphérique a été développée G. Mie au début du X X¢ siecle |6, 7]. La section
efficace de diffusion d’une particule de rayon a, petit devant la longueur d’onde A de
la lumiére (ou plus exactement tel que 2a < \), varie comme a®, alors que sa section
efficace d’absorption varie en a® seulement.

Par ailleurs, les particules nanométriques en métaux nobles présentent des propriétés
physiques différentes de leur équivalent massif. En effet, ce sont des systémes com-
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Introduction générale

plexes denses en électrons libres et de susceptibilité élevée. La réduction de la taille
et le confinement quantique des électrons et des phonons donnent naissance & de nou-
veaux effets, potentiellement ajustables avec la taille et la forme de la particule, tels
que l'interaction forte du mode plasmon collectif avec les ondes optiques.

En raison de ces effets, les nanoparticules métalliques sont intensivement étudiées
en physique fondamentale et utilisées comme sondes de propriétés locales ou comme
marqueurs biologiques. Elles sont ainsi utilisées dans de nombreux domaines technolo-
giques comme les dispositifs sub-longueur d’onde [8,9], 'optique non linéaire [10-12],
le stockage de données optique [13], la spectroscopie [14] et la catalyse [15] & exaltation
de surface et le marquage biologique [16,17].

Traditionnellement, les études d’absorption et de diffusion optique par des nano-
particules métalliques ont été réalisées sur de grands ensembles [18-20] ce qui induit
un moyennage des données sur les distributions de taille, de forme et de défauts struc-
turels (inévitables méme avec les meilleures techniques de synthése), ainsi que sur de
possibles effets d’interactions entre particules. En travaillant sur des échantillons suf-
fisamment dilués, il est possible d’étudier des particules de maniére individuelle en
microscopie optique en champ lointain, évitant ainsi tout effet de moyennage sur les
distributions.

Dans ce sens, différents instruments de détection et/ou de caractérisation de nano-
particules de métaux nobles ont été développées ces derniéres années. La maniére la
plus simple d’imager optiquement des nanoparticules métalliques est de détecter la lu-
miere qu’elles diffusent |21], soit vers I’avant, soit vers I’arriére ou encore latéralement
par rapport au faisceau incident. Cette derniére méthode d’illumination, dite de type
fond noir, est la plus fréquemment utilisée car la lumiére d’excitation n’atteint pas
le détecteur. Cela permet d’utiliser toute la dynamique du détecteur pour mesurer le
faible signal de diffusion provenant des nanoparticules qui apparaissent alors sur un
fond noir. Pour obtenir ce type d’illumination, il est possible d’utiliser un dispositif
fond noir inséré dans un microscope [22,23| ou d’illuminer les nanoparticules en ré-
flexion totale interne (RTI) |24-26]. Dans le cas du dispositif en fond noir, l’angle de
la lumiére incidente est supérieur a 'angle d’acceptance de 'objectif d’imagerie et la
lumiére d’excitation n’est ainsi pas collectée. Pour la réflexion totale interne, le champ
incident est totalement réfléchi & l'interface ou sont déposées les nanoparticules. Le
champ évanescent créé & cette interface est converti en champ propagatif pouvant
atteindre le détecteur uniquement si un objet diffusant, comme une nanoparticule,
est présent a l'interface.

Il est possible d’optimiser la détection de nanoparticules en les illuminant & leur lon-
gueur d’onde de résonance plasmon. La sélectivité envers les nanoparticules est ainsi
fortement accrue et il est possible de détecter des particules aussi petites que quelques
dizaines de nanométres [16,22,24].

Dans le cas d’une illumination incohérente, le spectre de la lumiére diffusée, intéres-
sant en raison de la résonance de plasmons de surface, peut étre mesuré a 'aide d’un
spectromeétre ou d’un spectromeétre imageur. Sachant grace & la théorie de Mie que
la résonance plasmon dépend de la taille de la particule et de I'indice de réfraction
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du milieu environnant, il est possible de distinguer différentes tailles de particules en
étudiant la couleur de la lumiére diffusée [23,24,27,28| ou bien d’utiliser les nano-
particules comme sondes locales de leur milieu environnant [17,25]. L’environnement
local peut également étre modifié par la présence d’'une seconde particule, induisant
des interaction en champ proche entre particules métalliques [26,29-31]. Des revues
complétes des applications biophysiques des résonances plasmon ont été effectuées par
Haes et al. [32] et par Schultz [33].

Le principal inconvénient des méthodes basées sur la diffusion est que l'intensité dif-
fusée décroit trés rapidement avec la taille de la particule. Le champ diffusé étant
proportionnel au volume de la particule, I'intensité décroit en aS et, malgré le fort
contraste d’indice optique entre le métal et son environnement, la diffusion d’une par-
ticule individuelle de diamétre inférieur & 30 nm ne peut pas étre distinguée de celle
d’autres diffuseurs parasites souvent nombreux.

Ainsi, la plupart des méthodes proposées récemment pour étudier des nanoparti-
cules individuelles reposent sur une détection du champ (et non de 'intensité) diffusé
par la particule, qui décroit seulement comme a?, par le biais de techniques interfé-
rométriques. Le champ diffusé interfére alors avec un champ de référence de méme
longueur d’onde et de forte intensité.

En pratique, cette interférence peut étre assurée de différentes maniéres. L’onde
de référence peut étre l'onde incidente elle-méme en transmission [34] ou en ré-
flexion [27,35,36], ou l'onde auxiliaire d’un dispositif de type contraste interférentiel
différentiel (DIC) |37] ou de type de Michelson [38|. L’onde diffusée peut étre produite
par la nanoparticule elle-méme ou peut résulter d’une modification locale d’indice de
réfraction liée a la présence de la particule. Ainsi, une inhomogénéité peut étre in-
duite par la chaleur que dégage une particule sous ’effet de ’absorption dun faisceau
d’excitation indépendant du dispositif interférométrique. Ce type d’inhomogénéité est
classiquement détectée en imagerie photothermique hétérodyne [36,37,39| ou via un
dispositif pompe-sonde [40]. Notons que les mesures d’extinction [31,34] sont parfai-
tement équivalentes aux mesures interférométriques dans la mesure ou 1’absorption
résulte de l'interférence entre ’onde incidente et ’onde diffusée vers ’avant, comme
expliqué par le théoréme optique [7,41,42].

Il existe différentes maniéres de détecter de petites variations d’intensité. La plus cou-
rante est de moduler le signal a détecter, par exemple en modulant la position de
I’échantillon [28,34,43| ou en modulant U'intensité du faisceau absorbé en photother-
mie [36,37,40]

La plupart des techniques sensibles basées sur une modulation du signal utilisent un
détecteur unique (photodiode) associé a une détection synchrone. L’image est formée
par balayage de la surface de ’échantillon. Ces détecteurs a trés grande dynamique
autorisent une forte puissance incidente sur 1’échantillon. Cependant, avec ce type
d’imagerie, le bruit temporel de la lumiére incidente est convertit en bruit spatial
dans l'image au cours du balayage [44]. Par ailleurs, le processus de balayage néces-
site un temps relativement long, & peine inférieur au temps d’acquisition des premiéres
techniques d’imagerie vidéo par intégration de la lumiére sur plusieurs centaines de
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secondes [45].

Dans ce contexte, nous souhaitons développer des instruments permettant 'ima-
gerie et la spectroscopie de nanoparticules d’or individuelles avec une matrice de
détecteurs afin de moyenner les variations d’intensité de la source au cours de l'ac-
quisition rapide. Pour optimiser la sensibilité de ces instruments, ils reposent tous sur
une modulation de l'intensité du signal détectée par la caméra et sont couplés & un
mécanisme de détection synchrone multiplexée permettant d’extraire le signal modulé
sur ’ensemble des pixels de la caméra simultanément. La modulation du signal se fait
soit par une modulation de la position de I’échantillon [34], soit par un décalage en fré-
quence optique entre les deux bras d’un interféromeétre [46] ou encore par modulation
en amplitude d’un faisceau de chauffe comme pour la méthode photothermique [39].
Avec les techniques que nous avons développées, nous abordons les trois modes de
détection que sont les mesures de l'intensité (a®) et du champ (a®) diffusé par la
particule, ainsi que la mesure de la diffusion thermo-induite par la présence d’une
particule chauffée par absorption de lumiére, les échantillons étant toujours illuminés
dans une configuration de type fond noir.

Dans le premier chapitre, nous exposons les principes physiques régissant la dif-
fusion et ’absorption de la lumiére par de petites particules métalliques en vue de
définir les sections efficaces en fonction des parameétres caractéristiques que sont le
diamétre de la particule, la longueur d’onde et la permittivité diélectrique de la par-
ticule et de son milieu environnant. Dans le deuxiéme chapitre, nous introduisons les
notions élémentaires de microscopie ainsi que le principe de la détection synchrone
multiplexée qui nous seront utiles par la suite pour la description des instruments.
Dans le troisiéme chapitre nous présentons le premier instrument développé permet-
tant "imagerie plein champ et la spectroscopie de nanoparticules d’or en utilisant une
modulation spatiale de 1’échantillon couplée & une détection synchrone multiplexée.
Pour cet instrument de microscopie optique, les nanoparticules d’or sont illuminées
de maniére incohérente ou cohérente (dans la bande de résonance plasmon de l'or)
dans une configuration fond noir ou en illumination guidée dans le substrat. Comme
le second instrument d’imagerie développé est basé sur I’holographie, dans le qua-
trieme chapitre, nous exposons les principes élémentaires de 1’holographie classique
et numérique. Enfin dans le dernier chapitre, nous présentons le second instrument
développé au cours de cette thése qui permet 1'imagerie de nanoparticules d’or en
trois dimensions & 'aide d’un dispositif d’holographie numérique hétérodyne intégré
a un microscope commercial et utilisé d’abord de maniére standard, puis couplé & un
effet photothermique modulé, lié a ’absorption de la lumiére par les particules d’or.
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meétalliques
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Ces derniéres années, les métaux en général, et plus particuliérement les métaux
nobles, sont devenus l'objet d’attentions croissantes de la communauté scientifique
qui avait pris I’habitude de leur préférer les semi-conducteurs, aux propriétés plus
riches et surtout plus facilement controlables. Cependant, avec ’avénement des na-
nosciences et avec les difficultés que posent le controle des propriétés physiques des
semi-conducteurs a tres petites échelles, celles des métaux sont redevenues des sujets
centraux. Les recherches les plus récentes tournent autour de leur interaction avec la
lumiére [9,30,47|. Avec la diminution de la taille des objets métalliques manipulés,
les propriétés optiques [48] mais aussi mécaniques et thermiques [49] de ces petits
objets posent des problémes nouveaux que les connaissances actuelles de la physique
de I’état solide ne permettent pas toujours de résoudre.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particuliérement a la diffusion et ’ab-
sorption par des particules individuelles. Nous présenterons les notions physiques de
base permettant d’aborder le probléme de la diffusion et de I'absorption de la lumiére ;
d’abord, par une approche qualitative en comprenant comment la matiére réagit a un
champ incident oscillant, et ensuite, en reprenant ’approche de Rayleigh qui a permis
d’établir de maniére intuitive le rapport lumiére diffusée sur lumiére incidente. Puis
nous expliquerons le phénomeéne de plasmon de surface et son influence sur la diffusion
et absorption de la lumiére une petite particule métallique. Ensuite, nous aborderons
la diffusion et I’absorption de la lumiére par une particule de forme arbitraire de ma-
niére plus formelle et calculatoire. Nous déterminerons les champs électromagnétiques
dans la particule et dans son milieu hote et nous en déduirons les puissances et les
sections efficaces d’absorption et de diffusion. Par la suite, nous nous intéresserons
tout particuliérement au cas de la particule sphérique en introduisant la théorie de
Mie et en présentant succinctement les résultats de la Othéorie de Rayleigh. Enfin
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nous évaluerons l'influence de la taille de la particule sur le la résonance des plasmons
de surface et donc sur les sections efficaces d’extinction et de diffusion.

I.1 Notions élémentaires pour aborder un probléme de
diffusion et d’absorption de la lumiére par de petites
particules

Dans cette section, nous présentons de maniére qualitative le comportement de
la matiére soumise a une onde électromagnétique, puis, nous reprenons la démarche
intuitive de Rayleigh qui lui a permis de déterminer la proportion de lumiére diffusée
par rapport a la lumiére incidente [50].

I.1.1 Approche qualitative des phénoménes de diffusion et d’absorp-
tion

La diffusion des ondes électromagnétiques par tout systéme et la physique associée
est liée & 'hétérogénéité du systéme aussi bien & ’échelle moléculaire qu’a ’échelle
d’un ensemble de molécules.

champ incident // champ diffusé

— . -
obstacle
- \

FiG. 1.1 — Diffusion d’un champ électromagnétique par un "obstacle" [50].

La matiére est composée de charges électriques discrétes : les électrons et les protouns.
Si un obstacle, aussi bien un dipo6le qu'un atome ou une molécule, qu’une particule
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solide ou liquide, est éclairée par une onde électromagnétique (Fig.I.1), les charges
électriques de l'obstacle sont mises en mouvement oscillant par le champ électrique
de 'onde incidente. Les dipoles électriques formés par les charges électriques en mou-
vement rayonnent de I’énergie électromagnétique dans toutes les directions : c’est ce
rayonnement secondaire que ’on appelle rayonnement diffusé par 'obstacle. Le pro-
cessus de diffusion se décompose donc en deux temps : ’excitation de la particule
suivie de ’émission d’un rayonnement secondaire.

En plus de la réémission d’énergie électromagnétique, les charges élémentaires exci-
tées peuvent convertir une partie de ’énergie électromagnétique incidente en d’autres
formes d’énergie (énergie thermique par ex.) : ce processus est appelé par définition
absorption.

A présent, si on considére une particule quelconque, que 'on divise en petites
régions (Fig.I.2), un champ appliqué oscillant (par ex., une onde électromagnétique
incidente) induit un moment dipolaire dans chaque région. Ces dipoles oscillent & la
fréquence du champ appliqué et diffusent donc un rayonnement secondaire dans toutes
les directions. Dans une direction donnée (c.a.d. un point P distant), on obtient un
champ diffusé total par superposition des ondelettes diffusées en prenant en compte
leurs différences de phase, la diffusion par les dipoles étant cohérente. En général, ces
relations de phase changent suivant la direction de diffusion.

onde
incidente

FiG. 1.2 — Superposition des ondelettes diffusées par les dipoles oscillants élémentaires
[50].

Si la particule est petite devant la longueur d’onde, toutes les ondelettes secondaires
sont approximativement en phase ; pour une telle particule, il y a peu de variations de
la diffusion suivant la direction. Par contre, quand la taille de la particule augmente,
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le nombre de relations de phase possibles entre les ondelettes augmente. C’est pour-
quoi, plus la particule est grande, plus il y a de variations rapides et amples dans le
diagramme de diffusion. Les variations de forme du diagramme de diffusion en fonc-
tion de la taille de la particule sont représentées Fig.l.3 La forme de la particule joue
également un role : si on déforme la particule de la Fig.1.2, les relations de phase entre
les ondelettes seront différentes et, par conséquent, le diagramme de diffusion le sera
aussi.

onde
incidente 10 nm 200 nm 500 nm

—o O g D

FiGg. .3 — Diagramme de diffusion en lumiére blanche de particules sphériques de
10, 200 et 500nm de diameétre. Les amplitudes ne sont pas proportionnelles d’un
diagramme & l'autre.

Les relations de phase entre les ondelettes diffusées dépendent donc de facteurs géomé-
triques tels que la direction de diffusion, la taille et la forme de la particule. De plus,
I’amplitude et la phase du moment dipolaire induit & une fréquence donnée dépendent
de la nature chimique de la particule. C’est pourquoi, pour bien comprendre la dif-
fusion et ’absorption par de petites particules, nous détaillons le comportement de
la matiére massive vis & vis d’un champ électromagnétique oscillant dans la Sec.I.2.
Mais d’abord, nous présentons ’approche de Rayleigh sur la diffusion qui permet
d’introduire les parameétres physiques mis en jeu.

1.1.2 Approche intuitive du rapport intensité de lumiére diffusée sur
intensité de lumiére incidente

Le raisonnement de base de la théorie que Rayleigh a développé en 1871 était ex-
trémement simple. Il est donc intéressant de le reproduire ici pour montrer la quantité
d’informations obtenues & partir d’un raisonnement simple |51].

"Nous voulons déterminer comment 'intensité de la lumiére diffusée
varie sur ’ensemble du spectre en supposant que les particules éclairées
sont beaucoup plus petites que la longueur d’onde, méme que celle de
la lumieére violette. Tout le probléme repose sur le traitement analytique;
mais avant cela, il est intéressant de montrer comment le résultat principal
peut étre anticipé en ne considérant que les dimensions des différents
parametres considérés.

Le but est de comparer les intensités des rayonnements incident et diffusé ;
dans la mesure ol ceux-ci sont clairement proportionnels. Le nombre
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exprimant le rapport des deux amplitudes est une fonction des paramétres
suivants : V, le volume de la particule observée; A, la longueur d’onde;
r, la distance a la particule; c, la vitesse de propagation de la lumiére;
D et D', les densités d’origine et altérée [le parameétre de densité, qui
était encore a la mode a 1’époque de Rayleigh, correspond & la permitti-
vité diélectrique|. Les trois premiers paramétres ne dépendent que de la
dimension (L), le quatriéme de l’espace et du temps (L et T'), alors que
le cinquiéme et le sixiéme introduisent une notion de masse (M). Il n’y
a pas d’autres éléments a ce probléme, a 'exception de simples nombres
et angles, qui ne dépendent pas des dimensions fondamentales que sont
la longueur, le temps et la masse. Puisque le rapport @, dont on cherche
I’expression, n’a pas de dimension en masse, il s’ensuit immédiatement
que D et D’ n’apparaissent que sous la forme d’un rapport, ce qui n’est
qu’un nombre et peut donc étre mis de coté. Il nous reste a déterminer
comment () varie en fonction de V', r, A et c.

Or, de ces parameétres, c est le seul & dépendre du temps ; et ¢’est pourquoi,
comme ) n’a pas la dimension du temps, ¢ ne peut pas apparaitre dans
son expression. Il ne nous reste alors que V, r et A; et de ce que nous
savons sur la dynamique de la question, nous pouvons étre sir que () varie
directement comme V et inversement a r, et doit donc étre proportionnel
a %, V' étant de triple dimension de longueur. D’un bout & ’autre du
spectre, A est le seul parameétre qui varie et nous obtenons 'importante
loi :

Quand la lumiére est diffusée par des particules qui sont trés petites
devant chacune des longueurs d’onde, le rapport des amplitudes de la vi-
bration lumineuse diffusée sur la vibration lumineuse incidente varie in-
versement au carré de la longueur d’onde, et le rapport des intensités de
ces lumiéres comme l'inverse de la longueur d’onde a la puissance quatre

(1/)\4)'n

I.1.3 Conclusion

Etant donnée la nature des phénoménes mis en jeux dans les mécanismes de dif-
fusion et d’absorption de la lumiére par de petite particules, les quantités de lumiére
diffusée et absorbée sont trés faibles par rapport a la quantité de lumiére incidente.
Ainsi, pour une particule sphérique de 100nm de diamétre illuminée dans le visible,
seulement trois milliémes de milliardiéme de la puissance incidente sont diffusés et
six milliémes de milliardiéme sont absorbés, le reste de la puissance incidente étant
transmise sans déviation angulaire.
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I.2 Permittivité diélectrique d’un matériau métallique et
résonance de plasmons de surface

L’interaction de la lumiére avec la matiére est intrinséquement liée a la notion
d’indice optique complexe N ou de permittivité diélectrique ¢ = N2. Avant d’étu-
dier cette interaction en terme de diffusion et d’absorption, nous étudions en détail
I’expression de la permittivité diélectrique d’'un matériau déterminée par le modéle
de Lorentz. Ensuite, nous affinons cette expression grace au modéle de Drude afin
de traiter le cas particulier des matériaux métalliques. Puis, nous présenterons le cas
particulier des métaux nobles puisque les nano-objets que nous voulons étudier sont
constitués d’or. Enfin, nous présentons le phénoméne de résonance de plasmons de
surface se produisant dans les métaux.

1.2.1 Permittivité diélectrique d’un matériau

Nous allons d’abord déterminer la permittivité d’un matériau massif quelconque
a l’aide du modéle de Lorentz puis nous définirons la permittivité d’un matériau
métallique massif grace au modele de Drude. Enfin, nous aborderons le cas particulier
des métaux nobles.

1.2.1.1 Modéle de Lorentz : cas d’'un matériau quelconque

Au début du 20°™€ siécle, H. A. Lorentz a développé une théorie classique des pro-
priétés optiques des matériaux dans laquelle les électrons et les ions qui constituent
la matiére sont considérés comme de simples oscillateurs harmonique (c.a.d. des res-
sorts) soumis a la force de mise en mouvement associée au champ électromagnétique
appliqué.

Pour suivre le raisonnement de Lorentz, nous considérons
un ensemble d’oscillateurs harmoniques identiques, indé-
pendants et isotropes comme modéle de la matiére pola-
risable (Fig.I.4). Soit un oscillateur harmonique de masse
m et de charge e, soumis a une force de rappel K%, on K
est la constante de rappel et & est la variation de position
par rapport a I’équilibre, une force d’amortissement bi’, ol
b est la constante d’amortissement, et une force de mise
en mouvement produite par le champ électrique local que
nous considérerons comme égal au champ appliqué E , sans
perte d’information dans la détermination des constantes Fi1G. 1.4 — Modele de la
optiques (les forces magnétiques peuvent en générale étre matiére de Lorentz.
négligée devant les forces électriques). L’équation de mouvement d’un tel oscillateur
s’écrit alors :

mE + bt + KZ = eE (1.1)
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Si le champ électrique appliqué est harmonique a la pulsation w, c.a.d. en exp(—jwt),
la solution de I’équation Eq.l.1 est composée d’une partie transitoire, et d’une partie
permanente oscillant & la méme fréquence que le champ électrique appliqué. Pour
déterminer ’expression de la permittivité diélectrique du matériau, nous ne nous
intéressons qu’a la solution en régime permanent :

(e/m)E

2

Wi — w* —iyw

(1.2)
oit w3 = K/m est la pulsation de résonance de l'oscillateur harmonique. D’un point

de vue phénoménologique, le coefficient d’amortissement v = b/m rend compte des
processus de collision subis par les électrons.

Le moment dipolaire résultant de ’oscillation harmonique des électrons induite par
I’application d’un champ électrique harmonique est p = eZ pour un oscillateur. Si R
est le nombre d’oscillateurs par unité de volume, connaissant ’Eq.1.2, la polarisation,
ou moment dipolaire par unité de volume, est P= Np' = NeZ et vaut :

w2

P=rem o F (L3)
Wi — w? — iyw
ou la fréquence plasma est wf)lasma = Ne?/meg, avec €g la permittivité diélectrique du

vide.

Sachant que l'induction électrique s’écrit D =eyE + P = ek , avec € la permittivité
diélectrique du matériau, on en déduit que la polarisation peut s’écrire P = eo(e —
1)E Ainsi, il s’ensuit que la permittivité diélectrique d’un matériau modélisé par un
systéme d’oscillateurs harmoniques simples indépendants est :

w2[
asma
Ep =1 + % (14)
wi — w* —iyw
avec pour parties réelle et imaginaire :
2 2 2
¢ = 14 “plasma(@0=w7)
D (W2 —w?) 2202
(L.5)
€ e — wglasmavw
4 (w%—wz)z—i—’yzwz

1.2.1.2 Modéle de Drude : cas des métaux

Les isolant et les conducteurs électriques présentent des propriétés optiques trés dif-
férentes qui peuvent étre expliquées grace & la différence de leur permittivité diélec-
trique [50]. En raison du grand nombre d’électrons dans un solide et suivant le modeéle
des électrons quasi-libres [52], il y a quasiment un continuum d’états énergétiques ac-
cessibles pour les électrons. Dans ce modele, les électrons sont peu perturbés par
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ISOLANTS CONDUCTEURS

, Energie
métaux A
BC
niveau _ _ — _____ BC
de Fermi §§§§§§S§
BV EC
EC ZZzzzz77

Fic. .5 — Bandes d’énergie électronique pour les isolants et les conducteurs. Les
bandes pleines sont hachurées. (BC : Bande de Conduction ; BV : Bande de Valence;
EC : Electrons de Coeur)

le potentiel généré par le réseau cristallin périodique constitué d’ions positifs et les
niveaux d’énergie accessibles sont regroupés en bandes. Cela est représenté schémati-
quement Fig.l.5 par des diagrammes en bande plate.

S’il y a un gap d’énergie interdite entre une bande pleine et une bande vide, le matériau
est isolant. Au contraire, si une bande d’états électronique n’est que partiellement
remplie, ou si une bande pleine et une bande vide se recouvrent, le matériau est
conducteur : grace a ’application d’un champ électrique, les électrons de plus haute
énergie, ou électrons libres (proches du niveau de Fermi), peuvent étre excités dans
un états d’énergie adjacent inoccupé, ce qui résulte en un courant électrique.

Ainsi, dans le cas des conducteurs, la présence d’états énergétiques inoccupés dans
la méme bande d’énergie autorise le mécanisme d’absorption intrabande pour 1’ab-
sorption de photons de basse énergie. Par contre, ’absorption dans les isolant, dite
absorption interbande, n’est possible que pour les photons d’énergie supérieure au gap
entre les bandes de valence et de conduction. Cette différence entre les conducteurs et
les isolants induit des différences substantielles de comportement optique : Les isolant
tendent & étre transparents et peu réfléchissants pour les photons d’énergie inférieure
au gap, alors que les métaux ont tendance & étre fortement absorbants et réfléchissants
aux longueurs d’onde visible et infra-rouge.

OO+

Fi1G. 1.6 — Modéle de la matiére de Drude.

Pour les métaux, la réponse optique d’un ensemble d’électrons libres peut étre
obtenue & partir du modeéle de 'oscillateur harmonique de Lorentz en "accrochant"
les ressorts entre eux (Fig.1.6), c.a.d. en considérant une constante de rappel K nulle
dans 1’équation du mouvement de l'oscillateur harmonique (Eq.I.1). Ainsi, il s’ensuit
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que wg = 0 et que la permittivité diélectrique des électrons libres est :

2
w
[
ep=1- % (1.6)
we + 1w
avec pour parties réelle et imaginaire
E/ _ 1 _ wzlasma
D - w2+72
(L.7)
2
€ b _ Wplasrna’y
PTG

L’Eq.LI.7 correspond a la permittivité diélectrique d’un matériau métallique massif
définie suivant le modéle de Drude, définissant les propriétés optique d’un électron
libre dans un métal. Les parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique
de l'aluminium ont été simulées avec le modele de Drude et sont comparées a des
données expérimentales [53| interpolées Fig.1.7.

artie réelle artie imaginaire
0 b : 50 P e
10 o Expérimental 45+ o Expérimental
| —— DRUDE 40l |——DRUDE
-20t 35t
30 °
30} o
25t Ooo
-40¢ 20} o
c’0
.50} 15¢ &°
10t 5°
-60 ]
5t
o
-70 ' ' ' ' 2000 0 ' ' ' ' '
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800

longueur d’onde (nm) longueur d’onde (nm)

Fic. 1.7 — Données expérimentales interpolées et données simulées par le modéle de
Drude pour les parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique de 1’alumi-
nium.

1.2.1.3 permittivité des métaux nobles

La permittivité diélectrique des métaux nobles (or, cuivre, argent) présentant des
caractéristiques particuliéres a fait 'objet de nombreuses investigations expérimen-
tales [54]. Contrairement a la réponse optique des métaux alcalins & une excitation
électromagnétique dans le visible , celle des métaux nobles ne peut pas étre décrite par
le seul comportement des électrons de conduction quasi-libres (bande sp). En effet,
il est nécessaire de prendre en compte 'influence des électrons liés des bandes d [54]
(voir Fig.1.8).
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transition
interbande
[ ] bande d

niveau de Fermi

bande de conduction (sp)

FiG. 1.8 — Disposition des bandes d’énergie dans les métaux nobles.

Par conséquent, la fonction diélectrique totale €,:,; des métaux nobles peut étre
décrite comme la somme de deux contributions, I'une due aux transitions électroniques
dans la bande de conduction (transitions intrabandes) e,, décrite dans la section
précédente par le modéle de Drude, et ’autre provenant des transitions des bandes d
vers la bande de conduction (transitions interbandes) [55] :

€ptot = €p + e;,b (1.8)

Dans le cadre de ce travail de thése, nous ne détaillons le terme de la permittivité
diélectrique correspondant aux transitions interbandes dans la mesure ou il a été
parfaitement démontré dans les références [56-58|. Néanmoins, nous présentons la
contribution des transitions interbandes pour la permittivité de ’or Fig.L.8.

contribution interbande : permittivité de I'or

o]

o)}
1

partie imaginaire
NA
1 1

o

_
o
sl

partie réelle
[9,]
1

énergie (eV)

Fia. 1.9 — Parties réelles et imaginaire de la contribution des transition interbandes
de permittivité la permittivité de l'or [59].

Dans la prochaine section, nous allons voir que, lorsque la taille de la particule ré-
duit, de nouveaux phénomeénes comme la résonance de plasmons de surface localisés
apparaissent en raison du confinement des électrons.

11
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I.2.2 Résonance de plasmons de surface localisés

En plus des phénomeénes de diffusions et d’absorption classiques dépendants de
la permittivité du matériau, vient s’ajouter la résonance de plasmons de surface qui
modifie la diffusion et I’absorption de la lumiére par de petites particules métalliques
pour certaines fréquence du champ électromagnétique excitateur. Un plasmon est un
quantum d’oscillation plasma [52,60]. Le plasmon est une quasi-particule provenant
de la quantification d’une oscillation plasma comme les photons et les phonons sont
des quantifications de la lumiére et d’une onde acoustique, respectivement. Il peut
également étre couplé & un photon pour créer une troisiéme particule appelée plasmon-
polariton.

L’excitation de plasmons de surface par la lumiére est connue sous le nom de "réso-
nance de plasmon de surface" (Surface Plasmon Resonance, SPR) pour les surfaces
planes ou "résonance de plasmon de surface localisée" (Localized Surface Plasmon
Resonance, LSPR) pour les structures de dimensions nanométriques [61]. Les plas-
mons de surface, aussi connus sous le nom de plasmons-polaritons de surface, sont
des ondes électromagnétiques confinées a la surface qui se propagent dans la direction
paralléle a U'interface métal-diélectrique (ou métal/vide).

Concrétement, quand une petite particule métallique est irradiée par de la lumiére,
tous les électrons voient un méme champ électrique incident homogeéne qui induit une
oscillation cohérente des électrons de conduction [52]. Ceci est représenté schémati-
quement Fig.I.10. Quand le nuage d’électron se déplace par rapport au noyau, une
force de rétro-action apparait en raison de l'attraction de Coulomb entre les électrons
et le noyau qui résulte en une oscillation du nuage d’électron de part et d’autre du
noyau [62|. Le couplage avec l'onde électromagnétique est résonant lorsque la fré-
quence de 'onde s’accorde a la fréquence propre des oscillations du gaz d’électrons
autour de la carcasse ionique positive.

champ électrique

nuage d’électrons

D

FiG. 1.10 — Schéma d’une oscillation de plasmon pour une sphére, montrant le dépla-
cement du nuage d’électrons de conduction par rapport aux noyaux [62].

A la résonance, la forte polarisation dans le métal induit un champ électromagnétique
local, a l'intérieur et au voisinage de la particule, dont 'amplitude peut dépasser celle
du champ appliqué. Ainsi, Le phénomeéne de résonance accroit la puissance de lumiére
diffusée et absorbée par une petite particule métallique dans une gamme de longueur

12



CHAPITRE I. Diffusion et absorption de la lumiére par de petites particules
métalliques

d’onde déterminée par la permittivité de la particule et celle de son milieu environnant
(voir Fig.I.11). Pour une particule d’or de 10 nm de diameétre plongée dans du verre,
la section efficace de diffusion est localement accrue d’un facteur quatre en raison
de la résonance des plasmons de surface. Dans nos expériences, nous exploiterons ce
phénoméne pour maximiser la quantité de signal & détecter.

1.8
1.6

Bande de longueurs
141L d’onde de résonance

plasmon

section efficace de diffusion (10'2nm2)

400 450 500 550 600 650 700 750 800
longueur d’onde (nm)

FiG. I.11 — Pic de résonance plasmon pour la diffusion d’une particule sphérique d’or
de 10nm dans du verre.

1.2.3 Conclusion

Dans cette section, & 'aide du modele de Lorentz et du modéle de Drude, nous
avons défini la permittivité diélectrique d’un matériau métallique. Nous avons égale-
ment introduit la notion de transitions interbandes dans les métaux nobles tel que
I’or qui compose les particules que nous étudierons expérimentalement. Ensuite, nous
avons introduit la notion de résonance de plasmons de surface qui se produit dans
le cas du confinement des électrons dans de petites particules. La permittivité di-
électrique caractérisant la réponse optique d’un matériau nous pouvons, a présent,
aborder les phénoménes de diffusion, d’absorption et d’extinction de la lumiére par
une particule.

1.3 Diffusion et absorption de la lumiére par une particule
quelconque

A présent, nous avons un bon aper¢u des mécanismes de base mis en jeu dans la
diffusion et ’absorption de la lumiére par de petites particules.

Dans cette section, nous présentons les notions d’extinction, de diffusion et d’ab-
sorption. En vue de définir analytiquement les différentes sections efficaces d’une
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particule, nous introduisons les notions physiques qui y sont mathématiquement as-
sociées comme les puissances diffusée/absorbée/éteinte définies a partir des champs
électromagnétiques dans la particule et son milieu environnant.

Avant de commencer, nous voudrions attirer ’attention sur les deux points sui-
vants :
— Tous les développements théoriques qui vont suivre sont monochromatiques,
c.a.d. ne concernent qu’une longueur d’onde A donnée.
— Tous les champs électromagnétiques que nous considérons sont harmoniques
dans le temps et nous leur associons une évolution temporelle en exp(—iwt), ol
i? = —1 et w et t représentent respectivement la pulsation et le temps. Cette
convention impose une partie imaginaire positive & l'indice optique complexe
N = n—+iy, ou n et y désignent respectivement les parties réelles et imaginaires.

1.3.1 Introduction aux notions d’extinction, d’absorption et de dif-
fusion

Supposons que une ou plusieurs particules interagissent avec une onde électroma-
gnétique. La quantité d’énergie électromagnétique transmise est plus faible lorsque les
particules sont sur le trajet de 'onde que lorsque elles n’y sont pas. La présence des
particules implique une extinction du rayon incident. L’extinction correspondant a la
disparition d’un photon de sa trajectoire initiale soit par absorption, soit par dévia-
tion (ici synonyme de diffusion), entraine une diminution de ’amplitude du champ
transmis dans le direction de la lumiére incidente.

Extinction = Absorption + Diffusion (1.9)

Quand une particule est éclairée par un rayon lumineux de fréquence et de polarisation
donnée, la distribution angulaire et la quantité de lumiére diffusée par la particule,
ainsi que la quantité de lumiére absorbée, dépendent de la nature de la particule et
plus précisément de sa forme, sa taille et de la matiére qui la compose ainsi que de
son environnement. L’intensité du champ diffusé par une particule quelconque est
proportionnelle & 'amplitude du champ incident.

1.3.2 Notions de puissances d’extinction, d’absorption et de diffu-
sion

Dans cette section, nous nous proposons de déterminer les puissances de diffusion,
d’absorption et d’extinction en vue de calculer dans ce chapitre les sections efficaces
associées.

Considérons une particule individuelle de forme quelconque dans un milieu non ab-
sorbant et éclairée par une onde plane monochromatique se propageant suivant .
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Supposons que les champs électromagnétiques incident {Ejne(7,t); Hine(7, 1)} et dif-
fuse {Ey; Fr(7t); Hyi #£(7,t)} solent connus et se superposent dans le milieu "m" envi-
ronnant la particule en un champ {E,, (7, t); Hy, (7, 1)}, les notation E et B désignant
respectivement le champ électrique et 'induction magnétique :

{En(7,t) = Eine(7,t) 4+ Eqigp(7,1); Hyn (7, t) = Hine(7,t) + Haipp (7, 1)} (1.10)

A tout champ électromagnétique {E(7,¢); H(7,t)} peut étre associée une puissance
qui se calcule via le vecteur de Poynting S(7,t) associé & ce champ :

S(7,t) = E(F,t) AN H(7,1) (1.11)

Le vecteur S (en W.m™2), ainsi défini, spécifie 'amplitude et la direction du flux
d’énergie électromagnétique en tout point et & chaque instant. Comme nous fai-
sons ’hypothése de champ électromagnétique évoluant sinusoidalement avec le temps
(c.a.d. en exp(—iwt)), le vecteur de Poynting associé évolue lui aussi de maniére si-

—

nusoidale autour de sa valeur moyenne (S(7,t)) :

(S.0)) = %?R [E(r.0) n F*(7.1)) (1L12)

la notation R signifiant la partie réelle. Ainsi, le vecteur de Poynting moyenné dans
le temps, équivalent & la puissance lumineuse, est la seule quantité que la plupart des
instruments de mesure est capable d’évaluer.

onde difoSée

\
@

!

z

/
>

i

(o) Aype
Nde ’nc’dente

FiG. 1.12 — Schéma, représentatif de la particule et des différents paramétres interve-
nant dans la détermination des sections efficaces.

Si on construit une sphére fictive 3 de rayon suffisamment grand pour qu’elle contienne
entiérement la particule (Fig.1.12), alors nous pouvons définir la puissance électroma-
gnétique absorbée P, par la particule en traversant cette sphére vers son intérieur,

15



CHAPITRE I. Diffusion et absorption de la lumiére par de petites particules
métalliques

qui correspond a ’opposé du flux du vecteur de Poynting dans le milieu "m" (§m> )
travers X :

Pus = —/Z<§m> Nd® (1.13)

ou le vecteur position R est un point quelconque de la sphére, et le vecteur N est le
vecteur unitaire normal & la sphére en R et orienté vers l'extérieur.

Ainsi, comme nous ’avons vu Sec.I.3.1, la puissance d’extinction, correspondant & la

puissance lumineuse non transmise dans le sens de propagation de ’onde incidente,
YA M

s’écrit :

Pezt :Pdiff+Pabs (114)

les puissances Peyt, Pyifr et Paps ayant pour expressions :

Pest =3 [y, R{Eine(7,t) N Hgp (7, 1) + Egigp (7, 0) A (7 )).N dS
Pigs =~ [(Sairs(R).N dS = § [ R{Egigs(7,t) A Hjy (7, 1) N dS (L15)
Pabs = - fz <§abs(§)>']\7 d¥ = ext — Pdiff

Comme on le voit dans l'expression de P.xt, 'extinction par la particule résulte de
I'interférence entre 'onde incidente et 'onde diffusée. Cela est démontré de maniére
détaillée dans le théoréme optique [7,41,50].

I.3.3 Caractérisation du champ électromagnétique incident

En vue de déterminer les champs électromagnétiques dans la particule et dans son
milieu environnant, nous caractérisons d’abord le champ électromagnétique incident.

Pour simplifier le calcul, nous considérons un champ électrique incident polarisé sui-
vant un vecteur unitaire € orthogonal a la direction de propagation . Le champ élec-
tromagnétique incident {Ejne(7,t); Hine(7, 1)}, de pulsation w et de vecteur d’onde de
norme ky, = 27/ X\, = w/cpy, s’écrit alors :

Eine(7,t) = Eo@ exp(i(km.7 — wt))

VA By = — 2Bine L . 1.16
{ ﬁ :ngznc " - Hinc(r t) = M]j:bw (u A Einc(””’ t)) ( )
inc — Lm

Dans les Eq.I.16 :

— L’indice "m" fait référence aux propriétés physiques du milieu environnant la
particule : pi,, est sa permeéabilité magnétique, A, = Ag/np, et ¢, = c0/nyy, sont
respectivement la longueur d’onde et la célérité dans le milieu "m", ou l'indice
"0" fait référence au vide et n,, désigne 'indice de réfraction du milieu "m" a
la longueur d’onde Ag.
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— La notation H désigne le champ magnétique.
— La grandeur Ey est 'amplitude (en V.m~!) du champ électrique incident Eine
et peut étre considérée comme réelle sans aucune perte de généralité.
Des équations Eq.1.16, on peut déduire que la puissance surfacique du champ électro-
magnétique incident vaut :

ki Ef

= L1
G (L17)

. 1. - .
tine = [(Gine)] = | 3R UBine(7,0) A 0}

1.3.4 Expressions des puissances d’extinction, d’absorption et de dif-
fusion en fonction du champ électromagnétique associé

Pour calculer les puissances de diffusion, d’absorption et d’extinction, et les sec-
tions efficaces associées, nous déterminons les différents champs électromagnétiques
associés a ces trois phénomeénes.

Dans une premiére étape de calcul, nous supposons que le champ diffusé par la par-
ticule dans le milieu "m" {Eg;r¢(7,t); Hais (7, 1)} est connu.

L’expression de la puissance P.;; en fonction des champs électromagnétiques inci-
dent et diffusé se trouve dans I’Eq.l.15. Il est possible de réécrire cette expression
uniquement & partir des champs Einc(F, t) et Ediff(F, t) en faisant appel au résul-
tat mathématique du "théoréme optique" qui permet de calculer la section efficace
d’extinction dans toutes les directions & partir de 'amplitude du champ diffusé vers
lavant (voir [7] pour une démonstration compléte). Ce résultat est donné sans dé-
monstration dans [50], et comme les auteurs le soulignent, il est obtenu aprés une
quantité considérable de manipulations algébriques. C’est pourquoi nous 'admettons
ici sans démonstration. Selon ce résultat, ’expression Eq.I.15 de la puissance Py
peut se mettre sous la forme :

P . 27T€mcm §R Eznc( _’, t) Ediff (F, t)
ext — k2, exp(i(kma.m —wt)) |\ exp(i(kmr — wt))/(—ikmr) e om0

(L18)

Cette nouvelle expression de P,;; nécessite quelques explications :

— Le terme entre crochets de I’Eq.I.18 doit étre évalué pour r — 400 et 6§ = 0.
Les notations r et 6 désignent respectivement la norme du vecteur position 7 et
I’angle que fait celui-ci avec la direction de propagation de ’éclairement incident
@ (0 < 0 < 7). Par conséquent, I’'Eq.I.18 fait intervenir les propriétés du champ
électrique diffusé en champ lointain (k,,r > 1) dans la direction de diffusion
"vers 'avant", c.a.d. sans déviation.

— Le terme %, apparaissant dans I’Eq.1.18, représente le champ inci-
dent dépourvu de sa dépendance spatio-temporelle. Dans une certaine mesure,

il en est de méme pour le terme exp(i(kf:i_fj t(;?;)(_ikmr) lorsque le champ élec-

trique diffusé Eg #£(7,t) est considéré en champ lointain. En effet, en champ
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lointain, ce champ est approximativement transverse (c.a.d. Ediff(F,t).F ~ 0)
et présente une forme asymptotique du type [63] :

exp(i(kpyr — wt)) -

Egigp(7yt) ~ Ay (1) (1.19)

ou 71 est le vecteur unitaire de méme direction et méme sens que 7 et le
champ vectoriel Ag;ff(77), communément appelé champ d’amplitude vectorielle

du champ électrique diffusé Ediff(F, t), est fonction, non plus du vecteur po-

sition 7, mais seulement de sa direction et son sens 7i. Le terme en champ

lointain exp(i(kmEjifof t(;;)(—ikmr) de ’Eq.I.18 apparait donc comme étant le champ

électrique diffusé, dépourvu de ses dépendances en distance (r) et en temps
(t) mais conservant sa dépendance en direction (77) puisqu’il n’est autre que le
champ d’amplitude vectorielle Ag;¢f(7).

Intéressons-nous a présent a la puissance Py;ry diffusée par la particule dont I'ex-
pression figure dans ’Eq.I1.15. Dans cette formule, on peut légitimement faire tendre
le rayon R de la sphére fictive d’intégration ¥ vers l'infini. L’expression Eq.I.19 du
champ diffusé Ey I (7, t) en champ lointain est alors applicable ; quant au champ ma-
gnétique diffusé Hdlff(r t) en Champ lointain, son expression découle de I’équation
de Maxwell V A Edsz = zwudefo et des spécificités du champ électromagnétique
en champ lointain :

{ VA Edsz = iwpm Haig s

H = n ANE 1.20
V A Edsz = ikl N\ Edsz - aiff = diff ( )

Le calcul du vecteur de Poynting <§diff (7)) est immeédiat, sachant que Ediff(F, t).n =
0 en champ lointain :

km 1
<5dsz(7*)> = —\Edsz(r t)[*.7i = oA Laig gl 7 (1.21)
de sorte que la puissance Py s s’exprime par :
P S —— A dy [.22
W= Yok Rg/\ aif £ (71) (1.22)

Cette intégrale de surface peut étre transformée en une intégrale directionnelle sur
47 stéradians. En effet, d¥ étant un élément de surface de la sphére fictive ¥ de
rayon R, la quantité d¥/R? n’est autre que I’angle solide élémentaire df2. Ainsi, nous
retiendrons ’expression de la puissance Py ¢y suivante :

1

| | Agie()]? dQ 1.23
ok 4WI diff(17)] (I.23)

Paifr =
Enfin, la puissance absorbée Pys se déduit simplement en soustrayant la puissance

diffusée Pyiry (Eq.1.23) a la puissance d’extinction Py (Eq.1.18) comme nous 'avons
vu Eq.1.14.
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1.3.5 Notions de sections efficaces d’extinction, d’absorption et de
diffusion

Par définition, la section efficace est homogéne & une surface et représente la
surface effective de la particule interagissant avec la lumiére incidente. Pour exprimer
les sections efficaces d’extinction, d’absorption et de diffusion, nous définissons la
puissance surfacique incidente comme la norme du vecteur de Poynting moyenné dans
le temps :

Yine = (<S7mc(7?)>‘ (L.24)

Ainsi, les sections efficaces d’extinction, d’absorption et de diffusion s’expriment de
la maniére suivante :

Cext = %

Cabs = % (125)
Pus

Cairg = S

et, connaissant I’Eq.1.14, elles vérifient naturellement 1’égalité :

Cogt = Cdz‘ff + Cups (1.26)

I.3.6 Cas d’une polarisation quelconque

Pour simplifier les calculs, nous avons considéré jusqu’ici le cas d’une onde in-
cidente polarisée suivant le vecteur unitaire complexe €. Pour résoudre le cas d’une
lumiére incidente non polarisée, c.a.d. de polarisation € fluctuant de maniére aléatoire
et équiprobable en terme de direction dans le plan vectoriel orthogonal & @, il suffit de
superposer les résultats obtenus pour une lumiére polarisée suivant ¥ d’une part, et
d’autre part. Cela correspond a calculer la moyenne algébrique des résultats pour les
deux polarisations orthogonales @' et 1 quel que soit le couple de vecteurs (¥, @) qui
forme une base orthonormeée avec @. Ainsi, dans le cas d’une lumiére incidente non
polarisée, les sections efficaces d’extinction, d’absorption et de diffusion sont :

Cé\:lfrf = % (Cgct(ﬁa 17) + Cepél:t(qz 'u_j))
Cote = 3 (Caps(T.0) + Cp, (@, ) (1.27)
Cé\i[;)f = % <C£ff(ﬁvﬁ)+csz(ﬁ7w))

les notation "NP" et "P" indiquant respectivement le cas d’une onde électromagné-
tique incidente non polarisée et polarisée. Dans ce cas, on retrouve la méme égalité
liant les sections efficaces que pour la lumiére polarisée (Eq.1.26) :

ext a

Chl =Cpir+CnF (1.28)
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1.3.7 Conclusion

Dans cette sous-section, nous avons exprimé les sections efficaces d’extinction,
d’absorption et de diffusion d’une particule dans un milieu "m" éclairée par une onde
plane monochromatique non polarisée en fonction des champs électromagnétiques
incident, éteint et diffusé. Ces formules sont vraies pour une longueur d’onde donnée
et peuvent s’appliquer & toute longueur d’onde du spectre.

1.4 Diffusion et absorption par une particule sphérique

Dans la section précédente, nous avons introduit les expressions analytiques des
champs électromagnétiques, des puissances et des sections efficaces d’extinction, d’ab-
sorption et de diffusion dans le cas d’une particule quelconque. Dans cette section,
nous nous intéressons aux particules sphériques et nous présentons donc les théories
de Mie et de Rayleigh.

I.4.1 Théorie de Mie

L’appellation "théorie de Mie" fait référence a la solution analytique du probléme
électromagnétique visant & déterminer les champs électromagnétiques dans une parti-
cule sphérique et dans son milieu environnant. Cette théorie doit son nom au physicien
allemand Gustav Mie qui publia ses calculs en 1908 [6] alors qu’il étudiait les proprié-
tés d’absorption et de diffusion dans le visible de particules colloidales d’or.

L’accés a la solution du probléme électromagnétique de Mie passe par un parcours
mathématique assez fastidieux et est correctement documenté dans les références [7,
50,64].

Mie a étudié le cas d’une particule sphérique dans un milieu non absorbant et éclairée
par une onde plane polarisée. La géométrie sphérique de la particule incite naturel-
lement & exprimer les différents champs électromagnétiques en jeu en coordonnées
sphériques et, en particulier, & déterminer le développement du champ diffusé en
harmoniques sphériques vectorielles. A partir de I’expression analytique compléte du
champ diffusé, des équations des puissances éteinte (Eq.I.18) et diffusée (Eq.1.23) et
de la puissance surfacique incidente (Eq.I.17), il est possible de déduire les expres-
sions des sections efficaces en lumiére polarisée dans un premier temps, puis pour une
lumiére de polarisation quelconque (voir Sec.l.3.6).

Ainsi, Gustav Mie a montré que les expressions des sections efficaces d’extinction, de
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diffusion et d’absorption sont respectivement :
CNP = A% (204 1) R{an + bn}
C¥f = 52 @n+1) (laal + 1oaf?) (1.29)
Cas = O -Clify

ou n est un entier, A\, est la longueur d’onde du rayonnement incident dans le milieu
"m". Les deux séries (ap)n>1 €t (by)n>1, couramment appelées séries de Mie, ont des
expressions assez complexes qui se simplifient quelque peu quand la particule et son
milieu environnant présentent des permeéabilités magnétiques identiques ce qui sera le
cas dans les échantillons que nous allons envisager. Les coefficients a,, et b, (n > 1)
se calculent alors au moyen des relations suivantes :

@ — Mn(ma)iy, (@)=n (2)¢y, (me)
T myn (ma), (2) —En (@), (me)

(.30)
b — nlma)dl, () —mipn (@)}, (ma)
N P (g, (2)—mén ()07, (ma)

dans lesquelles :
— les fonctions 1y, (p) et &,(p) sont les fonctions de Ricatti-Bessel définies respec-
tivement par :

%(P) = pJn(p) & gn(p) = ,OHn(,O) (1'31)

les notations J,, et H,, faisant référence respectivement aux fonctions sphériques
de Bessel et de Hankel d’ordre n.

— La grandeur x, définie par x = kj,a, est un paramétre sans dimension couram-
ment appelé parameétre de taille rapporté au milieu environnant (milieu "m").
x est réel car le milieu hote est supposé non absorbant.

— La grandeur m, définie par m = ]JVV—Z = :—i, est elle aussi un parameétre sans
dimension et représente le contraste d’indice optique complexe entre la particule
et le milieu "m". Le produit mz vaut kpa, k, étant la norme du vecteur d’onde
dans la particule et correspond au paramétre de taille rapporté & la particule.
Cette quantité est complexe lorsque la particule est constituée d’un matériau
absorbant le rayonnement électromagnétique.

A Tl'examen des expressions Eq.1.30, il apparait que les deux séries de coefficients de
diffusion a,, et b,, ne sont fonctions que des deux parameétres sans dimension introduits
ci-dessus que sont le paramétre de taille = (réel) et le contraste d’indice optique
complexe m (éventuellement complexe).

Dans ce paragraphe, nous avons défini de maniére analytique compléte les sections
efficaces d’absorption de diffusion et d’extinction de Mie valables pour toutes tailles
(z) de particules sphériques présentant un contraste d’indice optique m avec le milieu
environnant. Nous introduisons & présent la théorie de Rayleigh traitant uniquement
des particules petites devant la longueur d’onde comme celles que nous utiliserons
pour nos expériences.
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I.4.2 Théorie de Rayleigh

A la méme époque que Mie (Allemagne, 1908), Rayleigh (Angleterre,1915-1920)
a développé une théorie compatible avec la théorie de Mie mais plus restrictive en ce
sens qu’elle traite uniquement le cas des petites particules.

Dans cette section, nous présentons cette théorie comme un cas limite de la théorie
générale de Mie lorsque x < 1 et |m — 1|z < 1(7,50,65]|. Bien que les théories de Mie
et Rayleigh soient indépendantes et que Rayleigh n’ait pas explicitement traité le cas
des particules absorbantes, nous associons a la théorie de Rayleigh le cas de tous les
types de petites particules.

Nous définissons ici les sections efficaces de diffusion et d’absorption de Rayleigh
comme un cas limite de la théorie de Mie pour les petites particules. Lorsque x < 1 et
|m — 1|z < 1, on a également |m|z < 1 et on démontre que le coefficient de diffusion
ap—1 a pour équivalent :
2iz3 m? — 1
3 m2+2

(1.32)

a] >~ —

et que tous les autres coefficients de diffusion a,, (n > 2) et b, (n > 1) sont infiniment
petits devant a;. Ainsi, pour une petite particule sphérique de rayon a les expressions
Eq.1.29 des sections efficaces d’extinction et de diffusion se réduisent a :

NP _ 6ma> _ 2,.Cx m2—1
Cot = 7 R{a1} = dmra*zS {m2+2
(L.33)
2
NP _  6ma? 2 _8_ 2 4|m2-1
Capy = "ol =3zma’e ‘m2+2‘

de sorte que, si le contraste d’indice optique complexe m est tel que le groupement
R <m2_1) est "suffisamment différent de zéro" (la condition <m2_1) = 0 étant

m2+2 m2+2
vérifiée pour m € R) alors Defficacité de diffusion est trés petite par rapport a celle
d’extinction, elle-méme devenant par conséquent & peu prés égale a celle d’absorption :

Caps = Cegt (1.34)

Ainsi, pour une petite particule, la section efficace de diffusion varie comme son volume
au carré, c.a.d. comme son rayon & la puissance six (V2 o a?z* o a®), et la section
efficace d’absorption comme le volume, c.4.d. comme le rayon au cube (V oc a?z o a?).
Les sections efficaces de diffusion et d’absorption calculées par la théorie de Mie & deux
longueurs d’onde différentes en fonction du diametre de la particule pour une particule

d’or plongée dans de l’eau sont représentée Fig.1.13.

Trois phénoménes sont remarquables sur cette figure :
— Les sections efficaces sont plus grande lorsque les particules sont illuminées dans
la bande de longueurs d’onde de résonance plasmon (532nm).
— Pour de petites particules (d < 100nm), le phénomeéne d’absorption variant en
d? domine le phénoméne de diffusion variant en db.

22



CHAPITRE I. Diffusion et absorption de la lumiére par de petites particules
métalliques

1o Py
avy
yave
/T
10° | Y.
/.
/ /
_ ,/ (;'
£ / ‘.
kS / ava
B 10! i
2 72l
g /
= f

Au spheres in water <
absorption [532 nmg —_—

2 scattering (532 nm) esssces

By absorption (633 nm

J scattering (633 nm

10° & 1

10 100
diameter (nm)

FiG. .13 — Sections efficaces de diffusion et d’absorption calculées par la théorie de
Mie [66].

— Les sections efficaces sont trés petites donc la puissance de lumiére diffusée
ou absorbée l'est également. Ainsi, pour une particule de 100nm illuminée a
532nm, les sections efficaces sont de l'ordre de 10*nm? ce qui signifie que
la variation de puissance due & la présence de la particule est de 'ordre de
10~'W pour une puissance surfacique incidente standard de 1W.cm™2 =
107" W.nm~2. C’est cette faible variation de puissance que nous cherchons

a détecter avec les instruments que nous avons développés.

I.4.3 Théorie de Mie en régime dipolaire : Approximation électro-
statique

Il a été montré que, dans le cas de 'approximation électrostatique, une petite
spheére placée dans un champ électrique uniforme statique Ey se comporte comme un
dipoéle parfait de moment dipolaire proportionnel au champ appliqué [50] :

7= a(w)Ep (1.35)
ol « est la polarisabilité et traduit avec quelle "facilité" la sphére est polarisée :

€, — €
= 4rad LT 1.36
a(w) Ta €p + 2€m ( )
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ou €, et €, sont respectivement les permittivité diélectrique de la sphere et du milieu
environnant.

Cette expression du moment dipolaire est restreinte a ’application d’un champ uni-
forme statique Eo. Néanmoins, pour traiter le cas de la diffusion lorsque le champ
appliqué est une onde plane Eine qui varie dans le temps et dans I’espace, dans nos
calculs, nous considérons la sphére comme un dipoéle idéal. Ainsi, dans l’expression
du moment dipolaire Eq.1.35, le champ statique uniforme Eo est remplacé par 'onde
plane incidente Ejne et les permittivités de la sphére et du milieu environnant dans
I’expression de la polarisabilité Eq.I.36 dépendent désormais de la pulsation w de
I’onde incidente.

Le potentiel vecteur rayonné en champ lointain s’écrit [50,67,68] :

- . o exp(tkr .
Agirp(r) = E#(—zwﬁ) (1.37)
avec Lo la perméabilité magnétique du vide. Le champ électrique rayonné en champ

lointain se déduit du potentiel vecteur grace a I’équation :
Ediff = Z‘CUA_)J_ (138)

avec ffi = deiff - (ffdiff.ﬁ).ﬁ la composante transverse de deiff par rapport a la
direction d’observation .

La puissance rayonnée dans la direction @, dans 'angle solide df2, se déduit du vecteur
de Poynting :
—dlz%ff = S.iir?
= s®{BaigsHaigy Y. 1
(1.39)

_ 2 A 122
20(:1“0’ ‘ r

4 .
= 357?;)% |p]? sin? 6

La puissance totale s’obtient en intégrant sur tout ’espace angulaire, c.a.d. 47 stéra-
dians :

Pairp = Jin —qot dQ
UJ4 s T .
= U [y de [y sin® 60 df (L40)

4
= 1%3:2,% |17|2

En introduisant expression du moment dipolaire = a(w)FEj,¢, et en rappelant que

la puissance surfacique incidente est ;. = 2|€EQC’"|2, il s’ensuit que la section efficace
inc
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de diffusion est :
Caiff =

[.41
ep(w)—€m (W) (L41)

2
ep(w)+2em (w) ‘

— 671.4
= §7Ta km

8..2..4

2
= Sma’x ep(w)—€m (w) ‘

ep(w)+2em (W)

Le phénomeéne d’absorption résultant de l'interférence entre les ondes incidente et
diffusées, par analogie, la section efficace d’extinction peut s’écrire :

_ Cx Ep(w) B Em(w)
Cops = Ama’ xS {ep(w) + 2€m (W) } (L.42)

Nous retrouvons ainsi Eq.I.41 une section efficace de diffusion de Mie en régime
dipolaire, équivalente a celle de I’Eq.1.33, variant comme le diameétre de la particule a
la puissance six (V2 oc a?z%) et en A™* (contenu dans le terme x*). Ceci est caracté-
ristique de la diffusion par des particules de taille trés inférieure & la longueur d’onde
(diffusion de Rayleigh), comme nous I’avons vu au début de ce chapitre (Sec.I.1.2).
La section efficace d’absorption (Eq.I.42) varie comme le diameétre de la particule au

cube (V o a%x) comme nous I'avons vu Eq.1.33

Pour les simulations numeériques des sections efficaces, nous préférons utiliser les
expressions des Eq.[.41 et Eq.1.42 qui font apparaitre clairement le parameétres phy-
siques de permittivités diélectriques du milieu et de la particules, dont nous avons
connaissance.

I.4.4 Conclusion

La théorie de Mie nous donne accés aux expressions analytiques complétes des
sections efficaces d’extinction d’absorption et de diffusion d’une particule sphérique.
La théorie de Rayleigh est plus spécifique aux petites particules sphériques comme
celles que nous allons étudier expérimentalement.

1.5 Influence de la permittivité et de la dimension de la
particule sur les sections efficaces

Dans cette section, nous montrons l'influence de la permittivité diélectrique du
milieu et de la particule sur les sections efficaces de diffusion et d’absorption. Nous
évaluons ensuite la variation de la permittivité diélectrique de la particule lorsque
le diameétre de celle-ci diminue ainsi que son impact sur la réponse optique de la
particule.
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I.5.1 Influence des permittivités du milieu et de la particule dans
les sections efficaces

Dans ce manuscrit, nous considérons que la permittivité diélectrique du milieu
reste constante sur tout le spectre. Par contre, nous tenons compte du fait que la
permittivité diélectrique complexe de la particule varie non seulement en fonction de
la longueur d’onde mais aussi en fonction de la taille de la particule. Plusieurs expé-
riences ont permis la mesure de la permittivité diélectrique de différents matériaux
massifs en fonction de la longueur d’onde [54,69]. Cependant, la dépendance de la
permittivité diélectrique en fonction des dimensions du matériau ne peut étre évaluée
expérimentalement pour toutes les tailles et formes de particules.

Les sections efficaces d’absorption et de diffusion de Mie en régime dipolaire (Eq.1.33)
peuvent s’exprimer [50] en fonction des permittivités diélectriques de la particule et
de son environnement :

_ 2. [ ep—€tm
Copt = 4ma“xS (ep+2em)
(1.43)
2
, 8.2 4| ep—em
Caigy = 3ra’w Ep+2em‘

et nous remarquons qu’elles sont maximum & la longueur d’onde de résonance plasmon
pour :
€p X —2€p, (I.44)

ol €, est la permittivité diélectrique du milieu environnant, supposé non absorbant,
et €, = e;, + jep” la permittivité complexe de la particule. Pour qu’il y ait résonance
des plasmons de surface, il est nécessaire que la partie imaginaire de la permittivité de
la particule soit non nulle et faiblement dispersée en fonction de la longueur d’onde,
comme c’est le cas pour les métaux nobles. Sachant cela, la relation Eq.1.44 se traduit
par :

€~ —2¢,

EZ” ~ cte (1.45)

La fréquence ol les sections efficaces d’extinction et de diffusion sont maximales (€, ~
—2€pm, et €,” = cte) est appelée la fréquence de Frohlich wr et varie en fonction des
permittivités diélectriques du milieu et de la particule. Comme nous considérons que
la permittivité du milieu est constante sur tout le spectre, la fréquence ou 'on voit
apparaitre un pic de résonance dans les sections efficaces (Frohlich) dépend de la
longueur d’onde du rayonnement électromagnétique, par le biais de la permittivité
diélectrique complexe de la particule pour un milieu donné. Les sections efficaces
d’absorption et de diffusion d’une particule d’or de 100 nm de diamétre baignant dans
lair (ng, = 1) ou dans le verre (nyerre = 1,5) sont représentées Fig.I.14. En fonction
du milieu, la longueur d’onde de résonance se décale puisque I'égalité €,(\) = —2¢p,
est minimum pour des valeurs différentes de A. Ainsi, pour une méme particule, la
longueur d’onde de résonance est inférieure d’une centaine de nanométres quand le
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FiG. .14 — Sections efficaces de diffusion et d’absorption calculées par la théorie de
Mie [66].

milieu environnant est de l'air plutét que du verre. On note également que le choix du
milieu environnant, par le biais de sa permittivité diélectrique, influe sur 'amplitude
des sections efficaces. Ainsi pour la méme particule, les sections efficaces d’absorption
et de diffusion sont accrues d’un facteur trois lorsque le milieu est du verre plutot que
de Dair. Ainsi, nous prendrons en compte ce parameétre lors de la réalisation de nos
expériences.

1.5.2 Cas de particules dont le rayon tend vers zéro : Réduction du
libre parcours moyen

La permittivité diélectrique d’une particule est, la plupart du temps, la méme que
celle du matériau massif qui la constitue a ’exception des particules métalliques de
dimension plus petite que le libre parcours moyen des électrons de conduction dans
le métal massif. Dans ce cas, le libre parcours moyen est limité par les collisions avec
les bords de la particule. Cet effet a fait l’'objet de nombreuses études théoriques
et expérimentales dont les principaux résultats ont été publiés en 1995 par Kreibig
et Vollmer [67]. La permittivité diélectrique d’un métal peut étre décomposée en un
terme d’électrons libres et un terme interbande, ou terme d’électrons liés, comme nous
I’avons vu Sec.l.2.1.3. Cette séparation de termes est importante dans la limitation
du libre parcours moyen car seul le terme d’électrons libres est modifié. Une bonne
discussion sur la limitation du libre parcours moyen a été donnée par Kreibig [70],
qui a appliqué ces résultats pour interpréter ’absorption par de petites particules
d’argent.

L’idée de base est simple : dans le modéle de Drude-Lorentz, le coefficient d’amor-
tissement v, qui est 'inverse du temps de collision des électrons de conduction, est
augmentée en raison des collisions supplémentaires avec les "bords" de la particule.
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En faisant ’hypothése que les électrons sont réfléchis élastiquement au niveau de
I'interface, v peut s’écrire :

vF
’yp = 'Vmassif + f (:[46)

Ol Ymassif est le coefficient d’amortissement du métal massif, vp est la vitesse de
I’électron au niveau de Fermi, et L est le libre parcours moyen effectif pour les collisions
avec les bords de la particule. Kreibig a utilis¢é L = 4a/3 pour une sphére de rayon
a, bien qu’il y ait de légers désaccords entre les différents auteurs sur le coefficient de
proportionnalité liant L et a.

Ainsi, dans le cas de petites particules de diamétre typiquement inférieur & 20 nm, la
permittivité diélectrique de la particule devient :

wilasma
p=1-—— - (1.47)
we + Z(’Ymassif + Tj)w

avec pour parties réelle et imaginaire

2

6/ _ 1 _ wplasma
- 3
P w2+(7massif+%)2
[.48
. - (1.48)
b _ wplasma(ﬁ/maSSifJ’_ 4a )
Ep - -

3
w(w2+(7massif+ :f )2)

Dans I’équation Eq.1.48, on voit que la fréquence de Frohlich varie en fonction de la
taille de la particule. Ainsi, quand la taille de la particule diminue, la fréquence de
résonance apparaissant dans les sections efficaces se décale 1égérement vers les hautes
fréquences, c.a.d. que la longueur d’onde de résonance diminue, et le pic de résonance
s’élargit.

I1.5.3 Conlusion

Dans cette section, nous avons montré que la permittivité du milieu dans lequel
baigne la particule joue un role important dans la réponse optique. Puis, nous avons
évalué ’expression de la permittivité de la particule lorsque le diamétre diminue et
devient inférieur au libre parcours moyen des électrons libres dans le matériau mas-
sif. Nous avons ainsi déterminé que le pic dit "de résonance", apparaissant dans les
sections efficaces a la fréquence de Frohlich, devient plus étroit et est translaté vers
des longueurs d’onde plus petites lorsque les dimensions de la particule diminuent.

1.6 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté qualitativement les phénomeénes physiques
mis en jeu dans la diffusion et ’absorption de la lumiére par des particules. Puis, afin
de déterminer les sections efficaces d’extinction, d’absorption et de diffusion, nous
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avons traité analytiquement ces phénomeénes, d’abord dans le cas d’une particule
quelconque, puis dans le cas d’une particule sphérique (théories de Mie et Rayleigh).
Enfin, nous avons montré le role prépondérant de la permittivité diélectrique de la
particule dans les expressions des sections efficaces et nous avons mis en évidence les
variations de la permittivité en fonction de la taille de la particule.

L’essentiel & retenir de ce chapitre est que les sections efficaces de diffusion et d’ab-
sorption varient comme d° et d> respectivement. Ces sections efficaces décroissent trés
rapidement avec le diameétre de la particule et sont trés faibles. Par exemple, la puis-
sance diffusée ou absorbée par une particule d’or de 100 nm plongée dans du verre et
illuminée & 532nm est de ordre de 1070 W pour une puissance surfacique incidente
standard de 1 W.cm ™2 = 1074 W.nm 2. Le signal de diffusion que nous voulons dé-
tecter est donc trés faible et les instruments que nous développons se doivent d’étre
trés sensibles.

Par ailleurs, en raison des faibles dimensions des particules, une oscillation collective
des électrons de conduction apparait. Ce phénomeéne, appelé résonance de plasmons
de surface, se traduit par un pic de résonance a une longueur d’onde donnée dans les
sections efficaces de diffusion et d’absorption dont la largeur et la position en longueur
d’onde varie en fonction de la dimension de la particule. Ce phénomeéne sera exploité
dans nos expériences.

Grace aux expressions analytiques des sections efficaces et de la permittivité diélec-
trique en fonction de la taille de la particule, nous possédons désormais toutes les
données nécessaires a la simulation des phénomeénes d’absorption et de diffusion.
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Dans ce chapitre, nous présentons les outils de base nécessaires a la réalisation
des dispositifs expérimentaux d’imagerie et de spectroscopie de nano-objet d’or en
microscopie optique plein champ.

Dans une premiere section, nous rappelons les notions élémentaires de microscopie en
détaillant le principe de fonctionnement et en présentant les résolutions latérales et
axiales induites par la limite de diffraction.

Dans une seconde section, nous exposons le principe de détection synchrone multi-
plexée, développé au laboratoire d’Optique Physique dans les années 90, qui permet
d’extraire des signaux modulés acquis en paralléle sur une matrice de détecteur sans
utiliser de détecteur synchrone. Pour ce faire, nous rappelons briévement le principe
de la détection synchrone monocanal et nous montrons que ce type de détection per-
met de supprimer une grande partie du bruit sans affecter le signal, augmentant ainsi
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le rapport signal a bruit (RSB de la mesure). Puis, nous montrons comment étendre le
principe de la détection synchrone a une matrice de détecteur de type CCD (Charge
Coupled Device), dont nous détaillons les bruits intrinséques. Enfin nous évaluons le
gain en RSB obtenu grace a ce dispositif

II.1 La microscopie optique : principe, limites et état de
Part

Au XV I¢ siécle, les opticiens lunetiers Hollandais Janssen Pére et Fils mettaient
au point ce qui allait étre le premier microscope optique. Dés lors, il fut possible
d’observer la nature comme cela n’avait jamais été possible auparavant. Depuis, le
microscope a fait l’'objet d’'un grand nombre de travaux pour devenir un outil trés
performant. De nos jours, le microscope s’est imposé comme un outil de choix pour
un trés grand nombre d’applications.

Cette section se veut étre une introduction & la microscopie optique. Nous verrons
dans un premier temps comment un microscope permet d’obtenir une image agrandie
d’un objet, les différentes configurations que 'on peut rencontrer. Nous introduirons
ensuite la notion de réponse impulsionnelle, image d’une source ponctuelle par le
microscope, que nous nommerons PSF d’apres ’anglais Point Spread Function. Celle-
ci sera calculée et nous pourrons alors définir les limites du microscope en matiére de
résolution, c.a.d. sa capacité a séparer deux objets proches I'un de ’autre qui constitue
une limitation en terme d’imagerie.

Ces limitations sont confrontées a la demande croissante des chercheurs et des indus-
triels pour des applications de plus en plus exigeantes en terme de résolution et de
précision.

I1.1.1 Description succincte du principe de fonctionnement

Un microscope fournit une image agrandie d’un objet. Dans sa version moderne
la plus épurée, il se compose d’un objectif (L1), d’une lentille de tube (L;) et d’un
oculaire (L9) pour permettre la visualisation a ’oeil de l’'objet |[71]. Bien que simplifié,
le schéma, représenté Fig.I1.1, illustre parfaitement le principe de fonctionnement d’un
microscope :

L’objet AB étant placé au foyer de 'objectif (Ly de focale f1), c.a.d. dans le
plan focal objet (PFO) de ce dernier, son image se retrouve alors envoyée a
Vinfini. La lentille de tube (L; de focale f;) forme alors une image A’'B’ de
I'objet dans son plan focal image. Un détecteur peut éventuellement étre placé

dans ce plan pour obtenir une image A’B’ de AB agrandie d’un facteur ;—f On
peut également placer un oculaire dont le foyer est confondu avec celui de la
lentille de tube pour renvoyer 'image & l'infini ce qui permet une observation

confortable a oeil.
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plan de I'image

plan objet intermédiaire
PFO objectif lentille de tube PFO oculaire
de (L1) (L) (L) de (Lt) (L2)
! A I | 4 7
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X A’ q
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| 5
: :
1 \ Y : Y
f, f f'

FiG. II.1 — Schéma simplifié d’un microscope.

Il existe plusieurs modes de fonctionnement du microscope, suivant la maniére dont
lobjet est éclairé. Les deux modes de fonctionnement principaux sont :

— En transmission : L’objet est éclairé par un faisceau se propageant de 'objet
vers I'objectif qui collecte la lumiére transmise par ’objet. Ce type de montage
requiert I'utilisation d’une série d’optiques additionnelles permettant d’éclairer
I’objet de facon adéquate.

— En réflexion : Dans cette configuration, I’objet est éclairé & travers 'objectif qui
collecte la lumiére réfléchie par I'objet.

L’éclairage joue un role primordial sur la qualité des images obtenues. En effet un
mauvais éclairage entraine une illumination non uniforme de ’objet et donc une image
qui ne reproduit pas fidélement I’objet. Nous présentons ici trois types d’éclairages :

— L’éclairage critique (Fig.I1.2) : L’image de la source se forme sur 'objet. Ce
type d’éclairage est & proscrire lorsque la source lumineuse n’est pas uniforme
car I'objet se trouve éclairé de maniére non homogeéne

— L’éclairage Kohler (Fig.I1.3) : C’est de loin la configuration la plus utilisée, elle
porte le nom de son inventeur, le Dr. August Kohler (1881-1964). L’objet est ici
éclairé en envoyant 'image de la source & Uinfini ce qui permet de s’affranchir
de l'inhomogénéité éventuelle de la source et d’illuminer correctement l’objet.
Ce dispositif d’éclairage comporte deux diaphragmes. Le diaphragme de champ
(DC) permet de restreindre le champ éclairé ce qui a pour conséquence d’aug-
menter le contraste. En effet, en limitant ’éclairage & la zone observée, la dif-
fusion par les structures qui ne sont pas dans le champ est limitée et une partie
du fond parasite est supprimée. Le diaphragme d’ouverture (DO) permet un
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systéeme
condenseur objet optique image

C

FiG. I1.2 — Eclairage critique : L’objet est éclairé en formant I'image (S’) de la source
(S) sur 'objet lui méme.

controle de 'ouverture numérique de 1’éclairage, c.a.d. qu’il limite ’angle in-
cidence avec lequel les rayons lumineux arrivent sur ’objet. Ce diaphragme a
un effet considérable sur le contraste de 'image obtenue puisque qu’il permet
de passer d'un éclairage incohérent & un éclairage partiellement cohérent en
limitant I’étendue spatiale de la source.

diaphragme diaphragme
illuminatrice  de champ  d'ouverture collimatrice objet objectif

1 DC DO C o

Fia. I1.3 — Eclairage Kohler : L'objet est éclairé en envoyant l'image de la source a
Iinfini.

— L’éclairage fond noir : Ce type d’éclairage est obtenu éventuellement en asso-

ciation avec un éclairage Kohler en placant un diaphragme annulaire entre la
source lumineuse et 'objet. Ainsi, la lumiére provenant de la source, ayant un
grand angle d’incidence, ne péneétre pas dans 'objectif et seule la lumiére diffusée
par ’échantillon dans ’angle de collection de l'objectif est imagée. Cette confi-
guration d’éclairage permet d’améliorer grandement le contraste d’objets qui
seraient trop peu absorbants pour étre visibles en fond clair mais dont les struc-
tures présentent d’importantes variations d’indice de réfraction. Un dispositif
d’éclairage fond noir en transmission est représenté Fig.I1.4 |72]; en réflexion,
le principe reste le méme.
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objectif

cOne de
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incidente \

_ miroir

miroir convexe

concave

diaphragme
by annulaire
lumiere —

incidente

Fia. I1.4 — Eclairage fond noir : L’objet est éclairé par un cone de lumiére : Seule la
lumiere diffusée est collectée par 'objectif [73].

I1.1.2 Notions de grandissement

Pour tout systéme optique centré comme un microscope, on peut définir un gran-
dissement qui rend compte du rapport entre des dimensions de ’objet dans le volume
image sur celles dans le volume objet. En imagerie & deux dimension, on définit cou-
ramment le grandissement dans le plan image, ou grandissement transverse, mais
rarement le grandissement le long de ’axe optique, ou grandissement axial, puisque
I'image en volume n’est pas accessible. Dans la mesure ot nous allons faire de I’'image-
rie en trois dimensions, nous définissons les paramétres de grandissement transversal
et axial. Pour ce faire, nous avons schématisé un systéme optique centré, comparable
a un microscope optique, Fig.IL.5.

Le support d’un rayon incident paralléle a I’axe optique et passant par B (sommet de
I'objet) rencontre les plans principaux objet et image su systéme optique en I et I’.
Le rayon émergent correspondant passe par le foyer principal image F”.

Le support d’un second rayon incident passant par B et par le foyer principal objet
F rencontre les plans principaux objet et image respectivement en J et J'. Il émerge
du systéme parallelement & I’axe optique et rencontre le premier rayon en B’.

I1.1.2.1 Grandissement transversal

Avec les notations de la Fig.IL5, 'homothétie des triangles (FAB) et (FH.J),
d’une part, et celle des triangles (F'H'I") et (F'A'B’), d’autre part, donnent :
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microscope
plan objet (systeme optique centré) planimage
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FiG. I1.5 — Schéma d’un systéme optique centré comparable & un microscope optique.

HJ FH A'B"  F'A (IL1)
= —= = — e = — = — .
7T 4B FA TTHT TP
On obtient alors I’expression du grandissement transversal :
A'B"  F'A" FH
v = = = (I1.2)

AB  F'H' FA
Le grandissement transversal est toujours négatif pour un systéme optique centré

c.a.d. que I'image est inversée par rapport a l'objet.

I1.1.2.2 Grandissement axial

Pour un objet plan comme nous ’avons considéré Fig.I1.5, le grandissement axial
g = Cfiiz correspond a la variation de position sur l'axe optique dz’ de I'image A’
associée a la variation de position sur I’axe optique dz du point objet A.

En prenant comme origine double les points foyers objet et image F' et F’ ' les abscisses
respectives des points A et A’ sont : x = FA et 2/ = F’A’. Ces abscisses sont lices
par la relation de conjugaison de Newton |74] :

FAFA =FHFH = (—f).(-f)=f.f (I11.3)
En différenciant cette relation, on obtient :

FAd(F'A)+ F'A'd(FA) =0 (I1.4)
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Ainsi, le grandissement axial s’exprime :

_d(FTA)  FTA
I=74(FA) ~  FA (IL5)

On peut également exprimer g en fonction du grandissement transversal v :

_F'A" H'F' FH _
F'H' HF 'FA

g= —v.(=1).y (I1.6)

= —1 pour les systémes optiques centrés dont les milieux extrémes ont le
méme indice de réfraction comme c’est le cas pour un microscope utilisé avec un
objectif & air. On en déduit :

g=7*>0 (IL.7)

Ainsi, pour un systéme optique tel qu’un microscope, le grandissement axial est tou-
jours positif : L’objet et l'image se déplacent dans le méme sens le long de ’axe
optique, sauf lorsque ’objet passe en F' (point de discontinuité).

I1.1.3 Limite de diffraction et conséquences pour la résolution

Lorsqu’une onde lumineuse rencontre une ouverture (par exemple un diaphragme)
elle est diffractée. On retrouve ce phénomeéne dans tous les systémes optiques dont
les différents éléments optiques ont des étendues spatiales finies. Ce phénoméne n’est
pas sans conséquences sur la formation des images. En effet, dans un systéme optique
dépourvu d’aberrations, 'image d’un point n’est pas un point mais une tache de
diffraction dont les dimensions dépendent de la longueur d’onde utilisée, de la forme et
de la taille de la pupille. Afin de quantifier les performances d’un microscope, on utilise
la notion de PSF. Celle-ci n’est autre que I'image d’une source ponctuelle au travers du
systéme optique. On peut alors définir le pouvoir de résolution du microscope, c.a.d.
sa capacité a séparer deux objets trés proches. En effet, si deux objets ponctuels sont
suffisamment proches pour que leurs taches images se recouvrent, alors ils ne sont plus
discernables : on dit qu’ils ne sont pas résolus. La résolution d’un systéme optique se
définit alors comme la distance minimale séparant deux objets telle qu’il soit possible
de distinguer ces deux objets dans le plan image du systéme optique.

La connaissance de la PSF permet d’évaluer les performances d’un systéme optique.
Cela s’avére particuliérement important en microscopie pour savoir quel niveau de
détail il sera possible d’obtenir. Nous allons évaluer théoriquement la taille de la PSF
dans les trois dimensions en fonction de la longueur d’onde et des caractéristiques des
optiques utilisées.

I1.1.3.1 Réponse transversale : tache d’Airy

La tache de diffraction, ou tache d’Airy, est 'image d’un objet ponctuel au travers
d’un systeme optique. Dans ce paragraphe, nous allons évaluer les dimensions de cette
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Lentille tache d'Airy
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FiG. I1.6 — Tache d’Airy au foyer d’une lentille mince de focale f.

tache dans le cas d’une lentille mince convergente, correspondant & un modéle trés
simplifié de microscope.

Dans un premier temps, nous considérons l'effet d’une lentille convergente sur le
champ incident. Elle transforme la phase du champ incident dont I’évolution tem-
porelle est exprimée suivant la convention en e~/“!. Le déphasage D(x,y) induit sur
le champ incident est donné par [75] :

w2+y2

D(z,y) = e *72r (IL.8)

2
o j2=—let k= Tﬁ et f est la focale de la lentille.

Pour déterminer 'effet de la lentille sur le champ incident, il faut ajouter a l'effet de
phase un effet de limitation spatiale due & ’étendue finie de la lentille. La fonction
pupillaire P(z,y) se définit comme une fonction disque de rayon a :

a 0 sinon

\/x? 2 1sia? 4+ 9? < a?
Pz, y) = Dise( XY — { Y (IL9)
Ainsi, la transmission par la lentille ¢(z,y) est la composition du déphasage et de la
fonction pupillaire P(x,y) :

—jkx2+y2

27 (11.10)

t(z,y) = P(z,y)e

Nous considérons ici une onde incidente plane monochromatique (\) se propageant
suivant z (Fig.I1.6) et source éclairant uniformément l'objectif. Avant la lentille, le
champ incident est noté Uy et est constant dans tout plan (x,y). Immédiatement
apres la lentille, dans le plan (z1,y1) le champ Uj(z1,y1) s'écrit :

27 +ui

Ui(z1,41) = UgPx1,y1)e * 777 (IL.11)
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On peut alors propager le champ Uy (x1,y1) jusqu’au foyer de la lentille, dans le plan
(2,¥2), en utilisant 'approximation de Fresnel [75], et on obtient :

. “+00 400 )
e—%(m%—}-y%)Uo/ /P(xl’yl)e'i'%(wzrl-i-yzyl)dxldyl (11.12)

—00 —O0

o tikf

JAS

Us(22,92) =

Cette intégrale n’est autre que la transformée de Fourier inverse de la fonction
pupillaire. La pupille étant de symétrie circulaire, nous choisissons de passer en coor-

données cylindriques par le biais du changement de variable : r; = 4/ xf + yf

La transformée de Fourier inverse de la fonction P(r9)Disc(re/a) s’écrit :

TFP(ry)] = 21a®Jy (%f“) (I1.13)

2

ou la fonction Jy . = Ji(x)/z, avec Jp la fonction de Bessel d’ordre 1. On peut écrire
ra2]?
Tz, = ) = 0200 = 0o |52

I'intensité du point image :
kroa
2J1c | ——
YRR < / )

Dans le cas de la microscopie, il est intéressant d’introduire la notion d’ouverture
numérique, définie par ON = nsina ou n est 'indice de réfraction du milieu et «
le demi angle de collection (Fig.I1.6). Dans 'approximation des petits angles, on a
sina =~ a/f, il en résulte qu’au plan focal l'intensité peut s’écrire :

(11.14)

I(ry,z = f) o |2 X Ji . (kryON)? (I1.15)

Dans cette section, nous avons montré que ’allure de la PSF transversale dans un
plan perpendiculaire & la propagation de la lumiére, confondu avec le plan focal d’une
lentille convergente (c.a.d. d’un microscope), est une tache d’Airy dont nous avons
définit les parameétres en fonction des caractéristiques de la lentille.

I1.1.3.2 Reésolution transversale

Afin de quantifier le pouvoir de résolution d’un instrument optique et de comparer
les performances de différents systémes, le critére de Rayleigh, introduit par Lord
Rayleigh en 1879, est communément adopté pour sa simplicité. Ce critére est illustré
sur la Fig.I1.8 : deux points objets sont résolus si le maximum principal de I'une des
images coincide avec le premier minimum de 'autre. Ainsi, pour étre résolus deux
points doivent étre séparés d’une distance d au moins égale au premier zéro de la
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FiG. I1.7 — Tache d’Airy. Cette tache est composée d’un pic central intense entouré
d’anneaux alternativement sombres et brillants.

tache d’Airy, soit d > Argg,. Sachant que le premier zéro de la fonction de Bessel
d’ordre 1 est & 3,83 (J1. (kATRayON = 3,83) = 0), cela donne :

3,830 1,22)
2tON 20N

On peut aussi exprimer le critére de Rayleigh en terme de contraste. Afin que deux
points soient résolus, le contraste doit étre d’au moins 0,8.

ArRey =

(11.16)

Le critére de Rayleigh, bien que trés simple dans sa définition, peut étre difficile a
mettre en oeuvre en pratique pour évaluer la résolution spatiale transversale d’un
instrument. En effet, il nécessite un échantillon composé d’objets trés petits (pouvant
étre considérés comme ponctuels) dont il est possible de faire varier la distance de
séparation. Ceci étant tres difficile & mettre en oeuvre, on lui préférera le critére de
Houston qui stipule que la résolution est égale & la largeur & mi hauteur du pic central
de la PSF (notée FWHM de 'anglais Full Width at Half Mazimum). Dans ce cas la
résolution s’écrit :

A
ArHous = 20—N (1117)

Par exemple, dans le cas d’un objet placé dans l'air (n = 1) observé au travers d’un
objectif d’ouverture numérique ON = 0,6 (« ~ 370), et pour une longueur d’onde de
500nm, cette limite de résolution vaut environ 508 nm.

Les expressions des critéres de Rayleigh et Houston montrent qu’il est possible d’amé-
liorer la résolution d’un microscope en diminuant la longueur d’onde A d’illumination
ou en augmentant 'ouverture numérique de Pobjectif, par exemple en travaillant,
a ’aide d’un objectif & immersion, dans un milieu d’indice plus élevé comme 'eau
(n =1,33) ou l'huile (n ~ 1,5), ce qui revient & augmenter 1’angle de collection. Tou-
tefois, la résolution d’un microscope optique classique restera limitée par la diffraction
et il sera impossible d’observer dans le visible des détails inférieurs & 200 nm environ.
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Fig. I1.8 - Critére de Rayleigh (dans le cas d’une pupille circulaire) : a) images
clairement séparées b) images a la limite de résolution

I1.1.3.3 Réponse axiale

Dans la Sec.I.1.3.1, nous avons évalué la distribution d’énergie dans le plan focal
de la lentille. Voyons ce qu’il en est lorsque l'on introduit un défaut de mise au point.
Reprenons 'expression (I1.11) et propageons la jusqu’a un plan d’altitude z :

e—i—jkz oo _.kx%+y% jk 2 2
Us(r2,2) = BE //Uop(x1,y1)e FRrt ot ((2—21)+(y2—u1) )dxldyl (11.18)

Cette intégrale correspond a la transformée de Fourier inverse de la fonction P(xq, yl).e_]

et peut étre évaluée & 'aide de la transformée de Hankel d’ordre 0, équivalente a une
transformée de Fourier pour une fonction a symétrie cylindrique. La transformée de
Hankel est définie par :

Ul(p) :/U(T)J0(27rpr)27rrdr (I1.19)
0

Ainsi, le champ propagé dans le plan (x2,ys2) situé a laltitude z s’écrit
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oo
: 2
e—l—]kz ik r

. 1 1
o3 / UoP(ry)e 3 (57 g, (krj?) onrdr (I1.20)
0

UQ(T‘Q, Z) = ])\Z

En introduisant la grandeur p = r1/a et en définissant la coordonnée optique u =
ka? <% — 1>, on obtient finalement :

z

, 1
e—]kz - w2
Us(r, 2) = ma? B e_%Tg/ZUOe_]%JO(p

k‘ar2

. )pdp (I1.21)

0

Il est possible d’évaluer I'intégrale a I’aide des fonctions de Lommel [42] en séparant
partie réelle et imaginaire. On peut alors obtenir I'intensité le long de ’axe optique
(re = 0) en fonction du parameétre w.

Afin d’obtenir un modéle permettant de mieux évaluer le comportement aux grands
angles [76] (pour les plus grandes ouvertures numeériques), u s’exprime :

e
u = 4kndz sin® 5 (11.22)
Avec la nouvelle expression u, nous ne sommes plus dans I'approximation paraxiale

mais dans 'approximation pseudo-paraxiale et l'intensité dans le plan d’altitude z,
hors du plan de focalisation, s’écrit : ce qui conduit finalement &

I(u) = [”‘;ZUO] 2 sin,? (%) (I1.23)

Nous avons ainsi défini la réponse axiale d’une lentille convergente (trés proche
de celle d’un microscope) en fonction de la défocalisation w (sans dimension), dans
le cadre de ’approximation pseudo-paraxiale, pour des optiques ne présentant pas
d’aberrations. Comme nous pouvons le voir Fig.I1.9, au foyer, c.a.d. le long de ’axe
optique, la tache de diffraction n’est autre qu’une coupe centrée d’une tache d’Airy.

I1.1.3.4 Reésolution axiale

De la méme maniére que ’on définit un critére de résolution dans un plan perpen-
diculaire & ’axe optique, on peut définir la résolution le long de ’axe optique. Comme
nous ’avons vu Sec.I1.1.3.3, la réponse axiale d’un microscope a la forme d’un sablier
(voir Fig.I1.9) ayant une partie centrale trés brillante. Nous définissons donc, suivant
le critére de Rayleigh, la résolution axiale comme étant la distance suivant z entre le
maximum et le premier zéro de la région centrale. Dans I’'Eq.I1.23, on remarque que le
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u=f(z) Axe optique
J |
profil de la tache le long de I'axe optique
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F1G. I1.9 — PSF dans un plan passant par ’axe optique : en volume (a) et en intensité
(b). PSF le long de I'axe optique (c).

premier zéro est atteint pour u = 4w, c.a.d. que la résolution axiale d’aprés Rayleigh
est :

AZRay = (11.24)

2n sin?(a/2)

De la méme maniére que pour la résolution transversale, le critére de Rayleigh est
peu accessible expérimentalement et on lui préférera le critére de Houston qui définit
la résolution comme la largeur & mi-hauteur de la tache centrale :

A

A ouston — 07 88—
Houst 2.n.sin?(/2)

(11.25)

Les expressions définies ici sont valables dans le cas de l'approximation pseudo-
paraxiale et différent légérement de celle de approximation paraxiale 2\/ON?, plus
fréquente dans la littérature.

La résolution limitée du microscope optique n’autorise pas 'imagerie de structures
dont les dimensions sont inférieures & plusieurs centaines de nanomeétres. Notons, de
plus, qu’elle n’est pas isotrope, la résolution axiale étant toujours plus faible que la
résolution transversale.
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illumination A=532nm A =785nm
obiectif (x50) (x 100) (x 60) (x 50) (x 100) (x 60)
) ON=0.75/ ON=08 | ON=09 | ON=0.75| ON=0.8 | ON=0.9
résolution )1 433 404 361 638 599 532
transversale
résolution |\ \ 1 19 17 13 28 25 19
axiale

TaAB. II.1 — Tableau récapitulatif des valeurs de résolutions transversale (critére de
Rayleigh) et axiale (approximation paraxiale) pour différents objectifs et longueurs
d’onde que nous avons utilisés dans nos dispositifs expérimentaux.

I1.1.4 Conclusion sur la microscopie

Dans cette section, nous avons exposé briévement le principe de fonctionnement
du microscope dans sa version la plus simple ainsi que I'expression du grandissement
transversal et axial. L’étude de la PSF nous a permis d’établir les résolutions axiale
et transversale qui limitent les performances d’imagerie d’un microscope classique. La
résolution transversale et le grandissement transversal sont fréquemment décrits pour
caractériser les images obtenues en microscopie. Par contre, la résolution axiale et le
grandissement axial sont souvent négligés en microscopie en deux dimensions. Dans
la mesure ou nous faisons de la microscopie en trois dimensions via un dispositif ho-
lographique, il est important de caractériser la résolution et le grandissement suivant
I’axe optique. Comme nous pouvons observer dans le tableau récapitulatif des résolu-
tions transversale (critére de Rayleigh) et axiale (approximation paraxiale) calculées
pour des objectifs et des longueurs d’onde d’illumination que nous utilisons dans nos
dispositifs expérimentaux (Tab.IL.1), les résolutions transversales sont de 'ordre de
0,5 pm alors que les résolutions axiales, de 'ordre de 2 um, sont nettement moins
bonnes d’un facteur 4 en moyenne.
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I1.2 La détection synchrone multiplexée

Le signal que nous voulons détecter est la lumiére diffusée par un nano-objet. En
vue de bénéficier de 'ameélioration du rapport signal a bruit (RSB) liée a 'utilisation
d’une détection synchrone, pour les deux instruments que nous avons développés, nous
avons modulé le signal & détecter. Dans les deux cas, l'information utile est portée
par 'amplitude du signal a la fréquence de modulation, 'information de phase n’étant
pas pertinente. Par ailleurs, pour détecter le signal, nous choisissons comme capteur
une caméra CCD (Charge Coupled Device) ce qui, pour les applications d’imagerie,
réduit considérablement la durée d’acquisition et les bruits spatiaux par rapport a
l'utilisation d’'un monodétecteur qui balaie I’échantillon. Afin de détecter le signal
de maniére synchrone sur tous les pixels de la caméra simultanément, nous avons
utilisé le procédé de détection synchrone multiplexée développé au laboratoire dans
les années 90 [77,78|. C’est ce procédé que nous présentons dans cette section.

Pour ce faire, nous présentons d’abord un bref rappel sur la détection synchrone
monocanal et son gain en terme de RSB. Puis, nous étendons ce type de détection
au capteur CCD. Enfin, nous établissons le bilan des bruits liés & la détection par
une caméra CCD et nous évaluons leur atténuation dans le cadre de I'utilisation de
la détection synchrone multiplexée.

I1.2.1 La détection synchrone monocanal

Dans un premier temps, il est intéressant de détailler le fonctionnement de 'ins-
trument élémentaire qu’est le détecteur synchrone pour mieux comprendre le principe
de la détection synchrone multiplexée.

Principe

Pour extraire une composante périodique de fréquence fy noyée dans un bruit
large bande, le principe de la détection synchrone est de multiplier le signal par
une sinusoide de référence de méme fréquence, puis effectue un filtrage passe-bas du
produit 79, 80]. Appelons E(t) le signal utile & 'entrée du détecteur synchrone et
R(t) le signal de référence :

E(t) = acos(2mfot+ @) (11.26)
R(t) = bcos(2mfot+ 1) ’
Le signal d’entrée est caractérisé par son amplitude a, sa phase ¢ et sa fréquence fy,
seul parameétre connu. Pour étre capable de reconstruire le signal d’entrée, il suffit
de déterminer les deux parameétres inconnus a et ¢ sachant que tous les parameétres
caractérisant la référence sont connus. En multipliant ces deux signaux, on obtient :
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BE()R() = %b(cos(élﬂ fot + &+ ) + cos( — 1)) (1.27)

Ce produit contient un terme continu et un terme sinusoidal de fréquence 2fy qui
est éliminé par un filtre passe-bas trés sélectif. Le signal de sortie continu S(t) s’écrit
donc :

S(t) = %bcos((ﬁ — 1) (I1.28)

De facon & maximiser le signal de sortie, on choisit comme phase de la référence une
phase égale a celle du signal (¢ = v). Le signal de sortie vaut alors

S(t) = %b (11.29)

et donne ainsi directement accés a ’amplitude du signal d’entrée puisque 'amplitude
efficace de la référence b est connue (b = v/2 généralement).

Amélioration du RSB

Pour évaluer ’atténuation du bruit réalisée par un détecteur synchrone, nous allons
comparer les RSB a l'entrée et a la sortie de ce dispositif.

Le bruit B(t), qui s’ajoute au signal utile E(t), est représenté par un processus aléa-
toire centré. Il est caractérisé par sa fonction d’autocorrélation Cpp(T) ou par sa
densité spectrale de puissance (DSP) :

+oo
Sp(f) =TF{Cpp(7)} = / Cpp(r)e ™7 dr (11.30)

Le filtre passe-bas du détecteur synchrone est caractérisé par sa réponse impulsion-
nelle h(t) ou sa réponse fréquentielle H(f) = TF{h(t)}. Nous supposons de plus que
H(0)=1.

A T'entrée, les puissances du signal et du bruit valent respectivement :

Pp. = %
+o00o
Pse = [ Ss(f)df = Cp(0) (IL31)

et le RSB en puissance s’exprime par :

a

RSB, = ———— 11.32
2Cpp(0) ( )

A la sortie, la DSP du signal utile s’écrit :
Se s(f) = [H(f)*Sre(f) (I1.33)
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ou la DSP du produit R(t)E(t) pour ¢ =1 vaut :
a2b? 022
SrE = —cos™(¢ —¥)a(f) + BT

ou §(f) est la fonction de Dirac fréquentielle.

[6(f —2fo) +6(f + 2f0)] (I1.34)

Sachant que la fonction |H|? est paire, la puissance moyenne du signal de sortie est
donc :
a’b?

ClHEME )

oo 272
Poo= [ S df =" IHOP +

Le filtre étant trés sélectif, |H (2fp)|? est négligeable devant |H(0)[%, qui vaut 1 par

hypothese. Il reste donc :
a??
Pps= — cos (¢ — 1) (I1.36)

A la sortie du détecteur synchrone, le bruit s’écrit :

“+o0o
Bu(t) = h(t) + (R()B(L)) = / h(u)R(t — u)B(t — u) du (11.37)
et sa fonction d’autocorrélation est :
Cpps(t,7) = (Bs(t)Bs(t+ 7))
+00 +00
= [ [ h(wR(Et—uh(v)R(Et+71—2v)Cpp(T+u—v)dudv
(I1.38)
“+oo
En remplagant Cpp(1 +u —v) par [ Sp(f)e? ™ (T+u=v) df on obtient :
+0o0o
Cona(t,7) = [ GUOIGiH(Sa(He™" df (1139
ou * signifie complexe conjugué et avec :
+oo
— _ 2i fu

o
_ gei(anot—H/J)H*(f — fo) + gei(27rfot+¢)H*(f + fo)
En raison de la sélectivité du filtre, nous pouvons négliger le terme H*(f— fo)H (f+ fo)

et son complexe conjugué. On obtient alors I’expression de 'autocorrélation suivante :

2 TX° ) ) '
Conaltir) = B[ [H(f = o Pe%I7 4 [H(f + fo) 265597 Sp()eI7 df

—00

5 100 '
= bz_f \H(f)? [Se(f + fo) + Se(f — fo)] ¥™T df
(I1.41)
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On peut en déduire la DSP du bruit en sortie du détecteur synchrone :

2
S3() = TP 9507 + fo) + S5(f — fo) (11.42)

et la puissance moyenne du bruit en sortie vaut :

Pgs = Cpps(0) = 2 f \H(f)?[SB(f + fo) + Sa(f — fo)] df
(11.43)

= f |H()I*S(f + fo) df

En supposant que Sp(f + fo) et Sp(f — fo) sont & peu prés constants dans la bande
passante du filtre et égales & Sp(fy) (cela est parfaitement vrai dans le cas d’un bruit
blanc), 'expression finale de la puissance moyenne du bruit a la sortie du détecteur
synchrone est :

2 o0
Poo = 5Suli0) [ H(P & (11.44)

Nous pouvons maintenant écrire le RSB a la sortie du détecteur synchrone, ainsi que
le gain en RSB (en puissance entre l'entrée et la sortie) :

a?

RSB, = (1L.45)
255(fo) f |[H(f)? df

“+oo
I Ss(f)df

Gs/e_ —= (11.46)
B(fo) f |H(f)I? df

Sachant que le bruit a un spectre étendu en fréquence, il est évident, d’apres la formule
Eq.I1.46, que le gain en RSB a la sortie du détecteur synchrone sera d’autant plus
grand que la bande passante du filtre est petite.

Pour clore ce paragraphe, nous proposons d’observer graphiquement ce phénoméne.
Nous avons considéré :
— Un bruit centré de densité spectrale constante et égale & Spg sur une bande de
fréequence AF (Fig.I1.10(d)).
— Une référence en phase avec le signal de sorte que cos?(¢ —v) = 1 (Fig.IL.10(c))
et d’amplitude b = /(2).
Un filtre passe-bas de reponse fréequentielle égale 1 sur sa bande passante Af

(Af < AF) de sorte que f |H(f)|? df = AF (Fig.I1.10(f)).
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Entrée : Détection Synchrone Sortie
(multiplication + filtrage)
(@) _g2 ) ©
Pe=a/2 : s Pe=abY4
DSP Signal T T T e T
fo ' fo -2fo 20 I i
@ 7 (e) (f)
Po=SsodF L Po=Ss0Afb /2
DSP Bruit L i E
> : : > i
AF Af

FiG. I1.10 — Analyse graphique de I’évolution des puissances de bruit et de signal en
entrée et en sortie d’'un détecteur synchrone.

On observe alors que la puissance du signal en entrée et en sortie du détecteur syn-
chrone est la méme alors que la puissance du bruit est multipliée par un facteur

% < 1. Aux vues de cette approche graphique, il est clair que le gain en RSB

entre la sortie et l'entrée est proportionnel au facteur i—l; qui augmente quand la
bande passante du filtre passe bas du détecteur synchrone diminue. Par exemple, si
la largeur spectrale du bruit en entrée est AF = 1kHz et que la bande passante du
filtre est Af = 1Hz (c.a.d. que le temps d’acquisition de chaque point de mesure est
37 = 3/Af = 3s), le gain en RSB lié¢ au procédé de détection synchrone est 10% (sans

unités).

I1.2.2 Extension au capteur CCD

Afin de faire de I'imagerie en temps réel, nous voulons acquérir une image plein
champ en un temps trés court. Pour cela I'utilisation d’un capteur unique relié & une
détection synchrone monocanal n’est pas envisageable en raison du temps nécessaire
au balayage de 1’échantillon. Nous voulons donc utiliser un capteur matriciel de type
CCD (Charge Coupled Device) néanmoins il n’est pas possible de placer une détec-
tion synchrone derriére chaque élément sensible de ce capteur. C’est pourquoi a été
développé au laboratoire une technique de détection synchrone en paralléle sur l’en-
semble des pixels constituants I'image |79]. Cette technique est couramment utilisée
en interférométrie pour la démodulation de phase depuis la fin des années 80 [81,82].

11.2.2.1 Principe de la détection synchrone multiplexée

Dans le cas de la détection synchrone multiplexée, on veut obtenir 1’équivalent
en imagerie du principe de détection synchrone présenté Sec.I1.2.1. Pour simplifier,
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nous pouvons considérer que le processus de détection synchrone est composé d’une
multiplication et d’un filtrage passe bas. En imagerie, le filtrage passe-bas s’effectue
par la moyenne dans le temps du signal requ pendant le temps d’exposition et par
I’accumulation puis la moyenne d’échantillons homologues sur un grand nombre de
périodes ; La multiplication par la référence a la méme fréquence que la modulation
du signal s’obtient en acquérant un nombre entier N (N > 1) d’images pendant une
période de modulation. A partir de ces IV images, on calcule la composante de la
transformeée de Fourier discréte (TFD) a la fréquence souhaitée.

E(t) A T

ail

ao

L | Is

» temps

FiG. I1.11 — Acquisition des 4 images : Représentation du signal modulé et des périodes
d’intégration de la caméra.

Considérons le signal a détecter de période T' = 1/fy, d’amplitude a; et de valeur
moyenne ag de phase ¢ par rapport a la référence temporelle :

E(t) = ap + a1 cos(%rt + ¢) (I1.47)

La caméra intégre temporellement le flux recu entre deux lectures a la fréquence 4 fy.
Chaque pixel enregistre donc quatre signaux par période de modulation :

T/4
Si = [ E{t)dt =aod+ai(cos¢—sing)
;.
Sy = [ E@®)dt =ap%+ai(—cosp—sing)
T/4
i (11.48)
Ss = [ E(t)dt = ao% + al%(— cos ¢ + sin ¢)
T/2
T
Sy = [ E(t)dt =apL+aiL(cosd+sing)
3T /4

En pratique, les signaux S; correspondent & une accumulation sur plusieurs périodes
des signaux exprimeés ci-dessus. Le signal modulé, en amplitude et en phase, est extrait
en prenant le premier terme non nul de sa transformée de Fourier discréte [83] :
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4
A = S imls,

m=1 . 1.4
51 — 53 + Z(SQ — S4) ( 9)

—al%(cos ¢ — sin ¢ + i(cos ¢ + sin ¢))

Généralement, on utilise une détection synchrone pour détecter de petits signaux
noyés dans un fond continu de grande amplitude. Dans ’expression Eq.11.49, la com-
posante continue ag, fréquemment non désirée, a été éliminée et seule persiste la
composante d’amplitude modulée a;.

Le module de cette transformée de Fourier discréte est directement proportionnel &
a1 et sa phase égale & ¢ a une constante prés :

T arg(A) = arctan(gg:i%:;gi)
|A| = al;ﬁ = arctan(l—j:?lz) (1150)

:¢+%

On note que Pamplitude |A| est directement proportionnelle a la période d’intégration
par le biais du temps d’intégration. En réalité le temps d’intégration de la caméra n’est
pas exactement 7'/4 mais plutot 7'/4 — At en raison du temps nécessaire pour lire les
signaux intégrés par la caméra. Comme nous utilisons un capteur CCD (matrice de
photodétecteurs a lecture par transfert de charges), At < T'/4. Guillaume Jérosolim-
ski a montré dans sa thése [84] que, dans ce cas précis, les résultats de I'Eq.I1.50 ne
sont modifiés que de fagon négligeable.

Chaque pixel enregistre quatre signaux, de type 5;, par période de modulation ce
qui constitue quatre images (I, I, I3, I4).Pour retrouver 'amplitude et la phase en
chaque pixel, il suffit de calculer respectivement largument et la phase de chaque
élément de la matrice M :

M=1L—-1I3+ i([g — I4) (I1.51)

En pratique, le signal est modulé (en général sinusoidalement) a la fréquence fy par
un systéme piloté par un générateur basses fréquences (GBF). La caméra regoit un
signal de déclenchement Transistor-Transistor Logic (TTL) a 4fy depuis un généra-
teur de méme type pour fixer sa fréquence d’acquisition. Ces deux générateurs sont
synchronisés par le méme signal d’horloge de facon & ce que le déphasage entre la
modulation et ’acquisition soit rigoureusement constant.

Pour conclure, la détection synchrone multiplexée permet de mesurer un signal modulé
a partir de D'acquisition de quatre images de maniére simple et performante. Cela
est réalisé grace & une matrice de capteurs permettant la mesure des signaux en
parallele sur tout le champ de la caméra. Le gain de temps par rapport a un traitement
point & point est appréciable et intéressant par exemple pour l'imagerie des tissus
biologiques [85] et le suivi de particules [86].
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Ce type de détection est utilisé sur diverses expériences développées au laboratoire,
comme I"OCT plein champ [87,88|, les mesures de thermo-réflectance [89,90] ou les
mesures de rugosité a l’échelle du picomeétre [79].

11.2.2.2 Capteur CCD et bruits associés

Les systémes de caméras numériques, incluant les capteurs & lecture par transfert
de charges ("Charge Coupled Device" = CCD), représentent la technologie d’image-
rie la plus courante en microscopie optique. Une caméra CCD est composée d’une
matrice de photodétecteurs & base de silicium qui absorbent 1’énergie des photons
incidents, libérant ainsi des électrons et créant des déficits de charges (trous) dans
la matrice cristalline du silicium. Chaque photon incident a une probabilité appelée
efficacité quantique (@) de créer une paire électron-trou. La charge accumulée est
donc linéairement proportionnelle au nombre de photons regus. Le potentiel extérieur
appliqué aux électrodes de chaque pixel contrdle le stockage et le déplacement des
charges accumulées vers un amplificateur qui convertit la quantité de charges en ten-
sion. Enfin, un convertisseur analogique-numérique assigne une valeur numeérique a
chaque pixel en fonction de amplitude de la tension qui lui est associée.

(a) (b) (c)
TRAME PLEINE TRANSFERT DE TRAME TRANSFERT INTERLIGNE
i

détection ™ registre
parallele

de détection

matrice de registre ! =
stockage — plbeiabe el paralléle == | amplificateur
el de stockage| | de sortie

e e e

y |
[ -’& o o e __lb

registre série Direction de transfert série noeud

—_— de sortie

3|9||eled 13jsuRI) 3P UONDRIIP

F1G. I1.12 — 3 types d’architecture CCD [91].

Il existe trois types principaux d’architecture pour le transfert des charges d’une
caméra CCD :

1. Le capteur pleine trame (Fig.I.12 (a)) est constitué d’une matrice de pho-
todétecteurs tous utilisés pour la détection de photons, ce qui lui confére une
bonne sensibilité ainsi qu’une bonne résolution. Néanmoins, ce type de capteur
nécessite la présence d’un obturateur électro-mécanique qui masque les pixels
pendant la période de lecture de la matrice, ce qui limite grandement sa fré-
quence d’acquisition maximale. Apres exposition Fig.I1.13 (a), le transfert des
charges s’effectue d’abord en paralléle (transfert des lignes illustré Fig.I1.13 (b))
et est suivi d’une lecture en série de chaque colonne (Fig.II.13 (c)).
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INTEGRATION
DES CHARGES
PHOTOINDUITES

rangée

de seaux — s
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TRANSFERT DU
REGISTRE PARALLELE vl
(1 rangée) —.
‘-
TRANSFERT DU
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tapis roulant

container
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Fia. I1.13 — Analogie entre le transport de seaux d’eau de pluie et le fonctionnement
d’une caméra CCD [91].

2. Le capteur a transfert de trame (Fig.I1.12(b)) présente une matrice photosen-
sible dont la moitié de la surface est couverte par un masque opaque et est utili-
sée comme mémoire tampon pour les photo-électrons collectés par la partie non
masquée de la matrice, sensible a la lumiére. La lecture des registres s’effectue
de la méme maniére que pour le capteur pleine trame. Ce type d’architecture,
ne nécessitant pas l'intervention d’un obturateur, permet d’atteindre des fré-
quences d’acquisition élevées sans temps mort. Néanmoins, comme la moitié de
la surface photosensible est masquée, pour avoir la méme surface sensible utile
que le capteur pleine trame, c.a.d. avoir une résolution et une sensibilité équi-
valentes, il faut multiplier par deux le nombre de pixels ce qui rend le capteur
plus encombrant et surtout plus cher.

3. Pour le capteur a trame interligne (Fig.I1.12(c)), les colonnes de pixels actifs
et les colonnes de pixels masqués pour le stockage et le transfert des charges sont
alternées. Ce type d’architecture permet d’atteindre des fréquences d’acquisition
aussi élevées que le capteur & transfert de trame mais diminue la résolution et
la sensibilité du capteur puisque prés de 75% de la surface photosensible est
occupée par les canaux de stockage et de transfert; On parle d’un facteur de
remplissage de 25%.

Pour nos expériences, nous disposons de différentes caméras CCD & transfert de trame
qui permettent de bonnes performances en termes de résolution spatiale, de sensibilité
et de fréquence d’acquisition. La caméra que nous avons le plus fréquemment utilisée
(Documentation en annexe 2) utilise un procédé de multiplication des électrons avant
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qu’ils ne parviennent a ’amplificateur de sortie. Pour ce faire, le noeud de sortie
avant l’amplificateur (voir Fig.I1.12) est remplacé par un registre de multiplication
(ou registre de gain), fonctionnant sur le méme principe de transfert des électrons
que toute caméra CCD, c.a.d via ’application de potentiels électriques variables aux
pixels successifs du registre. Pour multiplier le nombre d’électrons, un potentiel élevé
(de 35 a 50V) par rapport a celui appliqué pour un transfert de charge standard
(de 5 & 15V) est appliqué a certains éléments du registre de gain. Les électrons
sont fortement accélérés lors du transfert vers ce type d’éléments en raison du champ
électrique induit important et provoquent ainsi un phénomeéne d’ionisation par impact
du silicium. Le gain en électrons pour chacun de ces éléments a potentiel élevé est
faible (¢ < 0,016). Néanmoins, ces élément étant placés en cascade, ils permettent
d’obtenir un gain total :

M= 1+g)V (I1.52)

ol N est le nombre de pixels a potentiel élevé du registre de multiplication. Pour
avoir un gain maximum, il faut que N soit grand. En général, le registre de gain est
placé dans la continuité de la trame d’acquisition et pour des raisons d’efficacité du
phénoméne d’ionisation par impact, un potentiel élevé n’est appliqué qu’a un élément
sur 4. Ainsi N vaut un quart de la largeur de trame d’acquisition, soit N = 256 et
M =1,016256 ~ 58 pour une caméra 1024 x 1024 pixels.

Il existe un certain nombre de bruits liés & I'utilisation d’un détecteur CCD. Les

trois principaux sont :

— Le bruit de photons qui résulte de la variation statistique du nombre de pho-
tons incidents qui atteignent le CCD par seconde. Les photo-électrons générés
dans le semi-conducteur constituent le signal, dont "amplitude varie aléatoi-
rement avec ’arrivée de photons en chaque point de mesure (pixel) du CCD.
Comme la probabilité d’arrivée d’un photon suit une loi de Poisson, le bruit de
photons est équivalent & la racine carrée du signal. Ce bruit ne peut pas étre
réduit ou supprimé. Il détermine donc le rapport signal a bruit optimum pour
un détecteur sans autre bruit qui vaut : RSB,y = S / VS =4S,

— Le bruit d’obscurité qui vient des variations statistiques du nombre de paires
électron-trou crées thermiquement dans la matrice cristalline de silicium du cap-
teur CCD. Ce signal parasite est indépendant du signal photo-induit et dépend
grandement de la température. Le nombre d’électrons générés thermiquement
par seconde s’appelle le courant d’obscurité. Comme le bruit de photons, le
bruit d’obscurité suit une loi de Poisson et son écart type est donc égal a la ra-
cine carrée du signal dii aux électrons générés thermiquement pendant le temps
d’exposition. Le refroidissement de la caméra permet de réduire le courant d’obs-
curité jusqu’a le rendre négligeable sur un temps d’intégration caractéristique
au détriment de efficacité quantique qui décroit quand la température diminue.

— Le bruit de lecture qui est dit d’une part a l’efficacité du transfert de charges,
d’autre part a la précision de ’amplification analogique. Les capteurs CCD que

o4



CHAPITRE II. Microscopie synchrone multiplexée

nous avons utilisés présentent typiquement un bruit de lecture compris entre
10 et 100 électrons par pixel. Ce bruit de lecture intervient une fois lors de
chaque mesure de facon indépendante. Ainsi, & puissance de signal équivalente,
lorsque l'on somme 10 images de temps d’intégration 7', la puissance du bruit
de lecture est 10 fois plus importante que pour 'acquisition d’une image de
temps d’intégration 107. Par ailleurs, les caméras hautes performances ont vu
leur conception évoluer en vue de réduire de maniere trés significative le bruit
de lecture. Pour les caméras EMCCD, comine les électrons sont multipliés avant
I"amplificateur de sortie, le nombre de charges correspondant au bruit de lecture
est totalement négligeable par rapport au nombre de charges correspondant au
signal. Ainsi, pour ce type de caméra, le bruit de lecture peut étre négligé.

— Le bruit de numérisation ou de quantification qui rend compte de l’erreur
moyenne commise lors de la conversion analogique-numérique de la tension in-
duite par les porteurs de charges du CCD, c.a.d en échantillonnant la tension
analogique sur un nombre fini de pas de quantification. Bien que ce bruit soit
ajouté uniformément & tous les pixels du détecteur, son amplitude ne peut pas
étre déterminée, mais seulement approximée par une valeur moyenne, en élec-
trons par pixels (root-mean-square ou rms). Comme le bruit de lecture, ce bruit
de numeérisation intervient une fois lors de chaque mesure de fagon indépen-
dante.

Nous voulons maintenant déterminer ’expression du RSB en puissance d’une me-
sure acquise par une caméra CCD, si l'on se limite aux sources de bruits énumérées
précédemment. La puissance du signal vaut (PQ.T)? ot P est le flux de photons in-
cidents (photons/pixel/seconde), Q. représente le rendement quantique de la caméra
(électrons/photon), T est le temps d’intégration (seconde). La puissance du bruit de
photon associée est PQ.T puisque ce type de bruit varie comme la racine carrée du
signal. La puissance du bruit d’obscurité résultant de la multiplication du courant
d’obscurité I (électrons/pixel/seconde) et du temps d’intégration vaut (I7')%. Enfin,
les puissances des bruits de lecture et de numérisation sont respectivement Bl2 B2,
Ainsi, le RSB vaut :

(PQCT)”

RSB =
PQ.T + (IT)?+ B? + B2

(I1.53)

En examinant bien cette équation, on remarque qu’elle correspond au signal total
généré pendant le temps d’exposition divisé par le bruit combiné provenant des trois
composantes de bruit principales. Les termes de bruit ne sont pas corrélés, et le
dénominateur est composé des valeurs appropriées pour chaque composante du bruit.

Pour le calcul du RSB de I’Eq.I1.53, on a fait 'hypothése que le signal est la seule
source de lumiére. Or, dans un microscope optique, différentes sources de lumiére
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parasite, comme la diffusion et les réflexions dans le systéme d’imagerie, peuvent
contribuer au bruit. Il faut également prendre en compte la lumiére parasite d’arriére
plan provenant de I’échantillon ainsi que les inhomogénéités d’éclairage. Ces sources
de bruit supplémentaires produisent un flux de photons parasite B;; qui viennent
s’ajouter au bruit de photons. Enfin, l'intensité de la source lumineuse n’est pas
parfaitement stable mais fluctue au cours du temps suivant un processus aléatoire
Bijo. Ainsi, en prenant en compte ces sources de bruit instrumental supplémentaires,
I’expression du RSB en puissance devient :

(By2.PQ.T)?

RSB =
(Bi2.P + Bn)Q.T + (IT)? + B} + B}

(11.54)

Un dernier facteur & prendre en compte est : les valeurs du flux incident, signal et
parasite, ainsi que de 'efficacité quantique, sont fonctions de la longueur d’onde. Ainsi,
lorsque la source d’illumination est large bande, le calcul du RSB nécessite d’intégrer
ces variables sur toutes les longueurs d’onde utilisées pour l'imagerie.

I1.2.3 Atténuation des différentes sources de bruits grace a la dé-
tection synchrone multiplexée

Grace a la détection synchrone multiplexée, les différentes sources de bruit pré-
sentées dans le paragraphe précédent sont atténuées sans modifier la valeur du signal
ce qui permet d’améliorer le RSB de maniére significative.

Les différentes caméras que nous avons utilisées étaient refroidies (—15°) de telle sorte
que le bruit d’obscurité est négligeable devant les autres sources de bruit.

Par ailleurs, dans nos expériences, nous moyennons un grand nombre d’images N pour
obtenir les quatre images nécessaires a la démodulation. En raison de ce moyennage,
les bruits de lecture et de numérisation décroissent comme l’inverse de v/N. Lors du
processus de démodulation (Eq.IL.51) ou 'on soustraie les images moyennées deux
a deux, ces bruits sont accrus par un facteur multiplicatif en /2. Ainsi dans nos
applications ot N est grand, ces deux bruits sont négligeables.

Ainsi, lorsqu’on utilise une caméra refroidie et qu’on moyenne sur un grand nombre de

périodes les quatre images nécessaires au procédé de détection synchrone multiplexée,
les bruits d’obscurité et de lecture sont négligeables et ’expression du RSB devient :

(BZ'Q.P’T]ET)2

RSB =
(B,'Q.P + Bil)neT

(I1.55)

Comme le bruit de photons est décorrélé d’une acquisition & l'autre, il augmente
comme \/Njy,, ot Ny, est le nombre d’images accumulées, alors que le signal aug-
mente linéairement avec N;,,. Ainsi, utilisation de N;,, images accumulées permet de
multiplier le RSB par un facteur v/Nj,, pour chacune des quatre images acquises. Lors
de la soustraction des images deux & deux (Eq.IL.51), le gain en RSB est conservé.
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Nous remarquons dans I’Eq.I1.55 que les seules sources de bruit empéchant d’atteindre
la valeur optimum du RSB, ou le dispositif expérimental n’est limité que par le bruit
de photons, est le bruit instrumental correspondant au fluctuations de la source lu-
mineuse et au flux de photon parasites.

Pour aller jusqu’au bout de ’étude de I’effet de la détection synchrone multiplexée sur
le RSB, nous pouvons décomposer les bruits instrumentaux en deux composantes. La
lumiére provenant de la source a une composante continue ne correspondant pas au
bruit Bjs g = 1 et une composante contenant tout le reste du spectre, B,y 5 qui parasite
le signal & détecter. En ce qui concerne les lumiéres parasites, on peut décomposer le
bruit en deux composantes : 'une a la fréquence de modulation fq, B f,, et autre a
toutes les autres fréquences fo, By 7,- Alnsi, les deux types de bruits instrumentaux
s’expriment :

B = Buyp+ By j, (IL56)

Bis = Bizo+ B
Sachant que le flux de photon P est modulé a fy, aprés l'acquisition des images
et la moyenne des échantillons homologues, le calcul de la composante de la TFD
par soustraction d’images permet de ne conserver que la composante a fp du flux
de photon total. En supprimant toutes les composantes fréquentielles fo du signal
détecté, la détection synchrone multiplexée permet donc d’avoir un RSB en puissance
optimisé :

((Bi2o + B2 5)PneT)? (Biz 0PneT)?

RSB = = I1.57
((Bizo + Bigo)P + (Bir 5o + Byy g,)))neT — (BizoP + Bir gy)neT (IL57)

Seule persiste alors la composante B;1 7, qui nous empéche d’atteindre la valeur
limite du RSB. Comme nous ’avons expliqué en décomposant le flux de photons pa-
rasite, la valeur de chacune des composantes dépend grandement de la configuration
de l'instrument ainsi que de la "propreté" de I’échantillon. C’est pourquoi, lors de la
conception des instruments, nous avons cherché & ce que cette composante soit mi-
nimale et que nous avons mis au point une technique de fabrication des échantillons
garantissant au maximum l’absence d’éléments diffusants autres que les nanoparti-
cules dans ’échantillon (voir Annexe 1).

Dans cette section nous avons vu que la détection synchrone multiplexée, par
I’accumulation et la soustraction d’images, permet de rendre négligeable le bruit de
lecture (bruit technique) et de minimiser toutes les composantes parasites continues de
la lumiére détectée. Par ailleurs, 'accumulation d’un grand nombre d’images permet
de diminuer l'importance relative du bruit de photons (bruit intrinséque) dans le
RSB. Ainsi, nous parvenons & obtenir un RSB théorique optimisé qui sera rendu
maximum en minimisant expérimentalement les flux de lumiére parasite modulés lors
de la conception de l'instrument et des échantillons.
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Ces derniéres années plusieurs techniques optiques ont été développées pour ima-
ger et étudier spectralement des nanoparticules métalliques individuelle. Dans la me-
sure ol les nanoparticules de métaux nobles sont couramment utilisée dans certains
domaines de la biologie en raison de leur biocompatibilité, le choix d’une détection
et d’une caractérisation optique est justifiée car les conditions environnementale en
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microscopie optique permettent 1’étude d’organisme vivants contrairement a d’autres
techniques de meilleure résolution comme la microscopie électronique.

L’intérét des nanoparticules d’or pour les applications biologiques tient au fait que
leur signal optique est plus important que celui de petite molécules. Ainsi, en fonc-
tionnalisant les particules avec ces petites molécules il est possible de détecter leur
présence et méme de suivre leurs déplacements dans le cas de 'imagerie en temps réel.
L’étude des propriétés spectrales des nanoparticules trouve des applications en biolo-
gie & I’échelle des réactions chimiques. En effet, comme nous 'avons vu au Chap.I, le
spectre d'une nanoparticule dépend fortement de son milieu environnant. Ainsi, lors-
qu’une molécule fixée & une nanoparticule réagit avec une autre molécule, le milieu
environnant de la particule est modifié et son spectre n’est plus le méme qu’avant la
réaction.

Méme si la détection de nanoparticules métalliques individuelles est plus aisée que
celle de petites molécules, le signal & détecter reste tres faible ce qui constitue la
difficulté majeure pour 'imagerie et la spectroscopie de tels objets. En effet, comme
nous ’avons montré au Chap.l, la puissance du signal & détecter est directement
proportionnelle & la section efficace de diffusion qui varie entre 10720 et 1070 m? (a
A = 532nm) pour des particules de diamétre compris entre 10 et 50 nm contenues
dans du verre.

Pour situer le contexte de nos expériences d’imagerie et de spectroscopie de nano-
particules métalliques individuelles, nous présentons deux instruments représentatifs
des approches envisagées dans ce domaine. Les parameétres caractéristiques de ces
instruments seront présentés en conclusion et comparés a ceux de notre dispositif.

En 2005, une équipe de 'université Duke (Caroline du nord) [23] a présenté un ins-
trument utilisant un microscope inversé permettant une illumination incohérente en
fond ultra-noir & l'aide d’un condenseur de grande ouverture numérique et d’un ob-
jectif & immersion & huile. La lumiére a la sortie du microscope peut étre dirigée soit
vers une caméra CCD pour 'imagerie des nano-objets, soit vers un spectromeétre ima-
geur diffractant qui en diffracte une partie, sélectionnée spatialement par une fente,
sur une deuxiéme caméra CCD. Ce dispositif permet ainsi de faire la spectroscopie
de plusieurs particules individuelle simultanément en parallele d’une imagerie plein
champ, c.a.d. ne nécessitant pas de balayage de I’échantillon. Néanmoins, comme le
signal diffusé est trés faible et décroit comme le diamétre de la particule & la puissance
six, cet instrument, composé d’éléments performants, ne permet pas de détecter et
d’étudier spectralement des objets de diamétre inférieur & 70 nm.

En 2008, a l'université de Lyon 1 [31], un autre instrument a été développé permettant
d’imager et de caractériser le spectre de nanoparticules métalliques. Ce dispositif est
une adaptation en lumiere blanche de la méthode de spectroscopie par modulation
spatiale (SMS) [34] développée a 'université de Bordeaux 1. Cette technique est ba-
sée sur la modulation spatiale par translation piézoélectrique de I’échantillon placé
dans le plan focal d’un faisceau de lumiére blanche trés focalisé. Pour des échantillons
dilués, typiquement moins d’une particule par pm?, une particule au maximum est

60



CHAPITRE I1I. Imagerie et Spectroscopie de nanoparticules d’or avec modulation
spatiale de ’échantillon

située dans la tache focale. Dans ce cas, en raison de la modulation de position, la
particule se trouve alternativement dans et hors du point focal. Le faisceau laser trés
focalisé est ainsi occulté alternativement par la particule, produisant une modulation
de I’énergie transmise collectée par un objectif de microscope. L’amplitude de cette
modulation est directement proportionnelle & la section efficace d’extinction et est
donc trés faible. Une fois le faible signal d’extinction de la particule modulé et détecté
par un photomultiplicateur, il est possible de le distinguer du faisceau transmis a ’aide
d’une détection synchrone. Il est ainsi possible d’imager des nano-particules indivi-
duelles par balayage de 1’échantillon. Pour la spectroscopie, le photomultiplicateur
est remplacé par un spectrophotomeétre déterminant quantitativement la puissance
diffusée a chaque longueur d’onde. Ce dispositif utilisant une détection synchrone et
une modulation spatiale de I’échantillon est plus sensible que le précédent et permet
de détecter et de caractériser spectralement des particules de 40 nm de diameétre. Ce-
pendant, il présente l'inconvénient de nécessiter un balayage de 1’échantillon ce qui
accroit fortement le temps d’acquisition et ajoute du bruit a la mesure par le biais de
la conversion du bruit temporel de la source en bruit spatial dans 'image.

Il est intéressant de noter que les techniques les plus performantes en terme de
sensibilité sont celles basées sur une modulation du faible signal de diffusion ou d’ab-
sorption (spatiale ou photothermique [39]) associée a un dispositif de détection syn-
chrone permettant d’extraire ce signal du fort fond continu. Ainsi, outre le dispositif
de modulation spatiale que nous avons présenté [31], d’autres techniques sont issues
de la méthode SMS utilisant la combinaison modulation/détection synchrone. Par
exemple, dans les références [28,92] sont présentés des dispositifs trés similaires ou la
lampe blanche [31] est remplacée par une source de longueur d’onde ajustable [28,92]
permettant d’augmenter la puissance lumineuse incidente et donc le signal mais qui
présentent l'inconvénient de nécessiter un balayage en longueur d’onde qui induit des
inconvénients similaires & ceux du balayage spatial en terme de bruit et de temps
d’acquisition . Toujours en lien avec la méthode SMS, d’autres techniques de modu-
lation spatiale plus sélectives envers les nano-objets, comme le déplacement alternatif
de particules par I'application d’un champ magnétique alternatif [93| ont vu le jour.
Néanmoins cette technique nécessite 1'utilisation de particules magnétiques, générale-
ment non bio-compatible, et ne pourra donc pas étre appliquée aux mémes domaines
que la détection de nanoparticules d’or qui est principalement axée sur des applica-
tions biomédicales.

Ayant présenté ces deux instruments principaux [23,31], nous proposons de dé-
velopper une technique permettant une détection des nano-objets en plein champ
(typiquement 100 x 100 gm?) avec un capteur matriciel pour minimiser le temps d’ac-
quisition et éviter les bruits induits par un balayage de I’échantillon [94]. Nous avons
montré que la combinaison d’une modulation du signal et d’'une détection synchrone
est optimale en terme de sensibilité. Ainsi, pour observer des objets de petites dimen-
sions nous modulons la position de I’échantillon et nous détectons le signal, non plus
avec une simple détection synchrone mais suivant un processus de détection synchrone
multiplexée (voir Sec.I1.2) compatible avec I'imagerie plein champ. Pour I’étude spec-
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troscopique, nous utilisons un spectromeétre imageur comme dans la référence [23] afin
d’enregistrer simultanément le spectre de plusieurs particules individuelles en parallele
de I'imagerie.

Dans une premiére partie, nous exposons un dispositif d’imagerie plein champ basés
sur une modulation spatiale couplé a un processus de détection synchrone multiplexée
(voir Sec.I.2). Ce dispositif utilise une illumination fond noir ou guidée suivant les
propriétés optiques du substrat de I’échantillon étudié. Dans une deuxiéme partie,
nous adaptons le dispositif d’imagerie de fagon & pouvoir mesurer le spectre de par-
ticules individuelles en paralléle de 'imagerie.

ITI.1 Imagerie plein champ de nanoparticules d’or

La puissance des signaux a détecter est égale au produit de la section efficace et
de la puissance surfacique incidente. Comme nous ’avons vu au Chap.I, les sections
efficaces de diffusion de sphéres de diameétre variant de 10 & 50nm sont comprise
entre 10720 et 10716 m?2. Cela induit que la puissance de signal a détecter est trés
faible (10719 4 107 W.m~2) méme pour une forte puissance surfacique incidente
(10 W.m=2).

Par conséquent, le dispositif que nous avons développé est optimisé de maniére a
minimiser le bruit et les signaux parasites qui empéche de détecter le faible signal de
diffusion des nano-objets. Ainsi, ce dispositif présente une illumination de type fond
noir, différente suivant les propriétés optiques du substrat des échantillons & imager,
permettant de ne détecter que la lumiére diffusée par les nano-objets, la majeure
partie de la puissance lumineuse incidente ne parvenant pas jusqu'au détecteur.

Pour minimiser les bruits de détection et les signaux optiques parasites, nous propo-
sons de moduler le signal détecté via une modulation de la position de I’échantillon et
de le détecter suivant un processus de détection synchrone multiplexée (voir Sec.I1.2).

Comme premiére expérience, nous proposons d’imager un échantillon déterministe
éclairé avec une illumination Kohler en lumiére incohérente couplée un dispositif fond
noir (Sec.II.1) dans un microscope commercial.

Une fois assuré par la nature déterministe de I’échantillon que ce dispositif expérimen-
tal permet de détecter des nano-objets, nous souhaitons imager des nano-objets de
dimensions inférieures présentant une répartition aléatoire dans ’échantillon. Ainsi,
il est nécessaire d’accroitre la puissance surfacique incidente sur les particules. Pour
ce faire, nous réalisons des échantillons & substrat transparent permettant une illu-
mination en réflexion totale interne qui engendre beaucoup moins de pertes sur le
flux incident qu’un dispositif fond noir commercial. Avec ce changement de dispositif
d’illumination, la puissance du signal diffusé est accrue en raison de ’accroissement
de la puissance surfacique incidente.

Enfin, comme nous 'allons voir par la suite, pour les petites particules, l'imagerie
cohérente est plus sensible que 'imagerie incohérente. Ainsi nous remplagons la source

62



CHAPITRE I1I. Imagerie et Spectroscopie de nanoparticules d’or avec modulation
spatiale de ’échantillon

incohérente par une source laser en conservant une illumination en réflexion totale
interne qui est optimum en terme de puissance surfacique incidente.

II1.1.1 Imagerie en illumination incohérente

Dans cette section nous présentons les dispositifs expérimentaux en illumination
incohérente pour des échantillons déterministes & substrat opaque puis pour des échan-
tillons non déterministes a substrat transparent. Lorsque 1’échantillon présente un
substrat opaque, seule un dispositif fond noir commercial permet de filtrer la lumiére
incidente. Par contre, les échantillons & substrat transparents peuvent étre éclairés
en réflexion totale interne ce qui permet d’obtenir un signal diffusé plus important.
Les paramétres spécifiques extraits des résultats expérimentaux pour les deux types
d’illumination sont caractérisés individuellement puis comparés entre eux.

I1I1.1.1.1 Echantillon a substrat opaque : Illumination incohérente en fond
noir

Nous exposons ici une technique de nano-imagerie d’échantillons déterministes
composés de plots d’or répartis de maniére matricielle et dont les dimensions sont
calibrées en microscopie électronique a balayage (MEB) et au microscope a force
atomique (AFM). Ce type d’échantillons ne pouvant étre réalisés aisément que sur
des substrats opaques, nous proposons d’illuminer 1’échantillon via un dispositif fond
noir (voir Sec.II.1.1). Ce dispositif est basé sur une modulation spatiale de I’échantillon
couplée & une détection synchrone multiplexée.

Echantillon de plots d’or sur silicium

Les échantillons a substrat opaques sont des plots d’or sur silicium obtenus par
lithographie électronique réalisés par Sébastien Janel et Rabah Boukherroub de I'Insti-
tut d’Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie (IEMN) de Lille. Le si-
licium présente a sa surface une couche d’oxyde natif de 2 & 3 nm d’épaisseur modifiant
son indice de réfraction a l'interface ainsi quune faible résistivité (0,04 Ohm.cm™1)
afin d’éviter les accumulation de charges au cours du procédé de fabrication. Une
résine électro-sensible est déposée a la tournette sur le wafer de silicium puis irradiée
par balayage d’un faisceau d’électrons décrivant un motif programmeé par ordinateur.
La résine insolée est décapée chimiquement puis une fine couche de métal est déposée
par évaporation sur I’échantillon. Enfin, les résidus de résine non-insolés sont décapés
chimiquement. Le principal facteur limitant la résolution du procédé de lithographie
électronique est la création d’électrons secondaires qui diffusent dans la résine. Ainsi,
il est difficile de lithographier de maniére bien résolue des objets de dimensions infé-
rieures a 60 nm.
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L’échantillon étudié est constitué de plots d’or théoriquement parallélépipédiques,
répartis suivant une matrice 10 x 10 et espacés de 7pm (Fig.IIl.1(a)), sur un sub-
strat opaque de silicium. L’épaisseur moyenne des plots, mesurée & 'AFM (Atomic
Force Microscopy), vaut 7nm. Les dimensions d'un plot dans le plan du substrat sont
théoriquement 40 x 40 nm mais on observe au SEM (Scanning Electronic Microscopy)
une section circulaire de diamétre ~ 60nm, due a la résolution limitée du procédé
(Fig.IIL.1(b)).

FiG. III.1 — Schéma d’un échantillon de plots d’or sur silicium obtenu par lithogra-
phie électronique (a). Image en microscopie électronique a balayage d’un plot d’or de
largeur théorique 40 nm (b).

Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental, représenté Fig.I11.2, est constitué d’un microscope com-
mercial dont le porte-échantillon est adapté pour moduler la position de ’échantillon
dans le plan perpendiculaire a ’axe optique et accompagné des instrument néces-
saires & une détection synchrone multiplexée afin d’éliminer au maximum les signaux
parasites.

L’illumination de I’échantillon se fait par le biais d’un éclairage Kohler couplé a un
dispositif fond noir (voir Sec.II.1.1). Ainsi, ’échantillon est illuminé de maniére ho-
mogene et les réflexions spéculaires de 'onde incidente sur ’échantillon sont filtrées
angulairement.

Seule la lumiére diffusée par les plots est collectée par un objectif de microscope fond
noir (x50, ON=0,75) et se propage jusqu’a une caméra CCD (Charge Coupled Device,
Roper 512F, 512 x 512 pixels).

Une platine piézo-électrique, alimentée par le générateur 1, module sinusoidalement
la position de I’échantillon dans le plan perpendiculaire & ’axe optique & la fréquence
fpzr. Lamplitude de modulation spatiale devant étre supérieure a la largeur de la
tache de diffraction produite par le plot et a été fixée a 1,6 pm. Ainsi, le signal détecté
par la caméra est modulé.

En vue d’effectuer une détection synchrone multiplexée du signal (voir Sec.I.2), la
caméra CCD, commandée par le générateur 2, acquiert quatre images par périodes de
modulation spatiale de I’échantillon, soit une fréquence d’acquisition foop = 4fpzT.
Les générateurs 1 et 2 sont synchronisés par une horloge de référence commune afin
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d’éviter les dérives en phase qui perturberaient l'efficacité du procédé de détection
synchrone multiplexée.

données

PC

Ccb

nano plots d’or

substrat en silicium

synchronisation

générateur
fezr 7]

[Elumieére incidente
Clumiere diffusée

__platine
piézo-électrique

FiG. I11.2 — Dispositif expérimental d’imagerie en modulation spatiale en illumination
fond noir.

Imagerie incohérente plein champ de plots d’or

Nous avons acquis une pile de N images I sur N/4 périodes de modulation
spatiale. Les images acquises au méme instant de la période de modulation sont
moyennées pour obtenir quatre images I, :

N/4
L=% I (I1L.1)
k=1

L’image démodulée, ne contenant que le signal modulé & fpzr est définit & partir de
ces quatre images :
I= (L —I3) +j(I — I) (I11.2)

ot j2 = 1. Le module de Iimage démodulée plein champ |I| d’une matrice de plots
d’or de 40 nm est représenté Fig.I11.3(a) pour une acquisition d’une pile de 400 images
avec un temps d’intégration de 10ms, soit un temps d’acquisition de 4s. La surface
de la zone délimitée en pointillé est représentée Fig.IT11.3(b). Sur cette image, les plots
d’or se distinguent clairement du fond et nous observons la présence de quelques
diffuseurs parasites. Nous avons mesuré le RSB en faisant le rapport de la moyenne
I'intensité maximale de 10 pics sur la variance du fond calculée sur 10 x 10 pixels.
Cette image présente un RSB en puissance trés correct de 8,5 (sans unité).

Nous simulons le signal attendu pour un objet sub-longueur d’onde dont la position
est modulée spatialement avec la méme amplitude que dans cette expérience. Pour
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cela, nous construisons quatre images prenant en compte le déplacement de l'objet
durant un temps d’intégration égal & celui de ’expérience et nous leur appliquons le
procédé de démodulation utilisé pour les images expérimentales (Eq.I11.2). Pour si-
muler 'image de ’objet sub-longueur d’onde nous prenons une tache d’Airy. L’image
résultant de cette simulation est représentée Fig.II1.3(c). Les allures des signaux ex-
périmentaux et simulés sont semblables.

FiG. II1.3 — Module de l'agrandissement de l'image démodulée plein champ (200 x
200 um?) de la matrice de plots de 40nm (a). Surface représentant 'intensité dans
la zone délimitée en pointillés (b). Signal simulé pour un objet sub-longueur d’onde
dont la position est modulée sinusoidalement (c).

Suppression de ’artéfact de dédoublement

En raison de la technique de démodulation, deux spots lumineux correspondent & un
unique plot d’or. Ainsi, 'image démodulée est dédoublée ce qui peut étre génant pour
la compréhension des images d’échantillons présentant une structure plus complexe.
Nous voulons donc supprimer cet artéfact de dédoublement. Pour ce faire, nous avons
remarqué que, par définition de I'image démodulée (Eq.II1.2), les deux spots sont de
signes opposés dans 'image complexe démodulée I. Ainsi, I'artéfact de dédoublement
du signal dans I'image démodulée peut étre supprimé en représentant 'image |1+ |I||.
Par abus de langage, nous appelons ce procédé déconvolution.

Les images expérimentales et simulées aprés suppression de 'artéfact de dédoublement
sont représentées Fig.I11.4 (a) et (b) respectivement. Nous observons que le deuxiéme
pic est évidemment parfaitement supprimé sur la simulation (b) et qu’un pic résiduel
négligeable persiste sur I'image expérimentale (a) en raison de la symétrie imparfaite
du motif dédoublé. Le RSB de I'image déconvoluée, égal au rapport de la moyenne
de l'intensité maximale de 10 pics sur la variance du fond mesurée sur 10 x 10 pixels,
vaut 4,0 (sans unité). Nous notons donc le procédé de déconvolution permettant la
suppression de 'artéfact de dédoublement de I'image démodulée engendre une perte
de RSB d’un facteur 2,1 pour cette image.

Ainsi, pour I'imagerie en fond noir de nano-objets de dimensions relativement impor-
tantes (> 50nm), ou le RSB de I'image dédoublée est élevé (> 10 sans unité), la perte
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Fig. II1.4 — Signal en intensité déconvolué de la méme surface que Fig.IIL.3(b)
(a).Image du signal simulé démodulé déconvolué pour un objet sub-longueur d’onde
dont la position est modulée sinusoidalement (b).

en RSB engendrée par le processus de déconvolution est tolérable. Par contre,pour
détecter des objets de dimensions faibles (< 50nm), il est préférable de conserver
I'image dédoublée car la perte en RSB induite par la déconvolution peut empécher de
distinguer clairement les nano-objets.

Sensibilité du dispositif

La technique de modulation spatiale en microscopie optique plein champ avec une
source incohérente (lampe halogeéne) illuminant ’échantillon en configuration Kéhler
couplée & un dispositif fond noir permet de détecter des plots d’or d’apparence cy-
lindrique de 60 nm de diameétre et d’épaisseur 7. Sachant que la section efficace de
diffusion d’une particule sphérique varie comme son volume au carré (Sec.??), nous
évaluons le diameétre équivalent au volume du plot d’or a 32nm. Considérer un plot
cylindrique comme une sphére est une approximation grossiére dans la mesure ot
la forme du nano-objet influe grandement sur la section efficace et le diagramme de
diffusion. Néanmoins, I’évaluation de ce diamétre équivalent permet de donner une
idée de la sensibilité de ce dispositif. Pour des nano-objets de cette dimension, le RSB
(=8,5 sans unité) est correct mais il semble que, sans autre modification, il serait
difficile de détecter des objets plus petits.

Il est possible d’améliorer le RSB des images en rendant le bruit de détection négli-
geable devant le signal et les bruits optiques liés au dispositif. Ainsi, nous pensons
augmenter la puissance du signal diffusé et des signaux optiques parasites en augmen-
tant la puissance surfacique incidente, tout en conservant une illumination de type
fond noir qui permet de ne détecter que la lumiére ayant interagi avec les nano-objets.
Accroitre la puissance surfacique incidente n’est pas envisageable en utilisant une illu-
mination Kohler couplée a un dispositif fond noir commercial qui présente des pertes
par son principe de fonctionnement. Nous proposons donc d’illuminer les nano-objets
avec une lampe a arc xénon fibrée en réflexion totale interne. Cela nécessite que les
nano-objets soient déposés sur un substrat transparent.
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De plus, grace aux échantillons déterministes réalisés en lithographie électronique,
nous somines assurés qu'’il est possible de des nano-objets de 32nm de diameétre équi-
valent. Nous envisageons donc de concevoir les échantillons & partir de nanoparti-
cules d’or sphériques déposées aléatoirement sur une lame de verre. Le substrat étant
transparent, 'illumination des particules peut alors se faire en guidant un faisceau de
lumiére intense dans le substrat transparent en vue d’augmenter l'intensité de lumiére
incidente et donc également 'intensité de lumiere diffusée.

II1.1.1.2 Echantillon a substrat transparent : Illumination incohérente
guidée dans le substrat

En vue d’augmenter la puissance surfacique incidente tout en conservant une illu-
mination de type fond noir, nous proposons d’illuminer les nano-objets disposés de
maniére aléatoire sur un substrat transparent avec une lampe a arc xénon fibrée dans
une configuration de lumiére guidée équivalente & celle de réflexion totale interne.

Echantillon

Pour obtenir des échantillons non déterministes de nano-objets calibrés en taille,
nous utilisons des nanoparticules d’or commerciales. Il est possible de laisser les par-
ticules se fixer & la lame de verre cependant cette technique nécessitant un rincage
pour éviter les agrégats ne permet pas d’obtenir une densité surfacique en nano-objet
reproductible d’un échantillon & I'autre. Ainsi, nous choisissons de diluer la solution
colloidale aqueuse de particules d’or dans un milieu aqueux pour optimiser la disso-
lution. Par ailleurs, ce milieu initialement liquide doit pouvoir polymeériser pour fixer
les particules et les empécher de se déplacer en suivant un mouvement Brownien sous
leffet de ’agitation thermique. Etant donné que nous voulons observer ces particules
en lumiére incohérente, il est nécessaire que le milieu de dilution soit transparent dans
la gamme spectrale d’illumination, c.a.d. le visible ([400; 800] nm). Enfin, idéalement,
ce milieu doit présenter un indice de réfraction proche de celui du verre de fagon a
ce que les particules percoivent un milieu optiquement homogéne. Divers gels ont été
testés :

— Le gel d’agarose, nécessitant d’étre chauffé, rend difficile la production d’échan-
tillons ne contenant pas de diffuseurs parasites de dimension nanométriques.
Par ailleurs, ce gel a de faible propriété d’adhérence vis & vis du verre ce qui
rend impossible la réalisation d’échantillons de faible épaisseur calibrée & la
tournette, ou "spin-coating".

— Le gel d’acrylamide polymérise sous 'effet d’un catalyseur de maniére assez ra-
pide. Il n’est donc pas possible de ’étaler de maniére homogeéne sur une faible
épaisseur de maniére calibrée par "spin-coating". Par ailleurs, malgré les précau-
tions pour éviter I’évaporation, ce gel vieillit et adopte une structure fortement
diffusante en faisant apparaitre les chaines de polymére. Enfin, 'acrylamide est
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cancérigene a l’état liquide et doit étre manipulé sous hotte aspirante ce qui
complique la réalisation des échantillons.

— Le gel d’alcool polyvinyle (PVA) polymérise par séchage en moins d’une mi-
nute lorqu’on I’étal par "spin-coating". Il présente les caractéristique optique de
transparence et d’indice de réfraction (npya &~ 1,5) nécessaires a notre appli-
cation. Enfin le PVA présente ’avantage de se conserver plusieurs semaines a
I’abri de la lumiére, évitant ainsi la fabrication répétée d’échantillons présentant
des caractéristiques identiques.

Les échantillons sont donc préparés par dépot a la tournette, ou "spin-coating",
d’une solution de nanoparticules d’or dans de ’alcool polyvinyle (PVA) sur une lame
de verre d’l mm d’épaisseur (voir détails Annexe V.3). La concentration de la solution
en nanoparticules et la vitesse de rotation de "spin-coating" ont été choisies de facon a
ce que I’échantillon contienne moins d’une particule par pm?. En effet, ce dispositif de
microscopie est limité par la diffraction optique. Ainsi, pour que le signal de diffusion
correspondant & une particule soit détectable de maniére individuelle, il est nécessaire
que les particules soit espacées d’'une distance supérieure a la largeur de la tache de
diffraction, ou tache d’Airy.

Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est le méme que dans la section précédente, seule la
configuration d’illumination change (Fig.II1.5(a)). Les échantillons & substrat trans-
parent sont éclairés en guidant la lumiére dans le substrat ce qui permet d’utiliser
une source d’intensité plus élevée que la lampe halogéne utilisée en fond noir et de
conserver une configuration d’illumination ot la lumiére incidente n’ayant pas interagi
avec les particules n’est pas détectée par le capteur (Fig.II1.5(b)). La configuration en
illumination guidée est parfaitement comparable & une illumination en réflexion totale
interne (RTI). Dans la mesure ou les particules sont fixées dans du PVA d’indice de
réfraction trés proche de celui du verre, la réflexion totale a lieu & 'interface PVA-air
de I’échantillon. Ainsi, contrairement a une configuration classique de RTI o les par-
ticules & la surface du substrat convertissent le champ évanescent en champ progressif
qui se propage jusqu’au capteur, ici, les particules, se trouvant dans le milieu avant
I'interface de réflexion totale, n’interagissent pas avec le champ évanescent mais per-
turbent la création de ce champ en diffusant la lumiére avant que celle-ci n’atteigne
la surface PVA-air ou se produirait la RTI en ’absence de particules (Fig.IIL1.5(b)).

L’illumination incohérente est obtenue & l’aide d’une lampe & arc Xénon fibrée de
puissance 20mW et 'extrémité de la fibre optique de 5 mm de diamétre est couplée a
la lame de verre par de 'huile d’immersion. L’ouverture numeérique de la fibre optique
valant 0,2, la divergence du faisceau incohérent dans la lame est ~ 8° dans le plan
de I’échantillon. Toute la lumiére entrant dans la lame est guidée puisque le contraste
d’indice de réfraction nyerre/Nair €st supérieur au contraste Neoeur/Ngaine de la fibre
optique

Dans le cas de I'illumination cohérente la source est un laser de puissance 40 mW et de
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longueur d’onde A = 532 nm, dans la bande plasmon de I'or pour maximiser I'intensité
de lumiere diffusée et augmenter la sélectivité envers les nanoparticules d’or.

données
(@) CCD "l pc
L | 4fpr \
A (b) nanoparticule
synchronisation

OBJ
échantillon 100

~ P
< énérateur 1
/\/ g

platine
piézo-électrique

fozr
FiG. I11.5 — Dispositif expérimental d’imagerie en modulation spatiale en illumination
guidée (a). llumination guidée dans le substrat (b)

Imagerie incohérente plein champ de nanoparticules d’or

Nous avons acquis une pile de N images I sur N/4 périodes de modulation
spatiale. Les images acquises au meéme instant de la période de modulation sont
moyennées pour obtenir quatre images I, (Eq.III.1) qui sont ensuite démodulées pour
obtenir I'image complexe I (Eq.II1.2).

Les modules des images démodulées plein champ (100 x 100 zm?) non déconvoluées
(1I]) et déconvoluée (|I + |I||) de nanoparticules de 30nm de diameétre fixées dans du
PVA sont représentés Fig.I11.6(a) et (b), pour Pacquisition d’une pile de 696 images
avec un temps d’intégration de 10 ms, soit un temps d’acquisition de 7s, et une ampli-
tude de modulation spatiale est 1,6 um . Les pics dédoublés et leurs images déconvo-
luées sont aisément visibles sur les agrandissements Fig.II1.6(e) et (f) et illustrés par
les profils des particules (Fig.I11.6(d) et (g)). Comme le RSB de 'image démodulée est
élevé (100 sans unité) la perte en RSB due au procédé de déconvolution ne perturbe
pas la discrimination des nanoparticules dans 'image déconvoluée.

L’histogramme en intensité du signal (Fig.II1.6(c)) est calculé en intégrant le signal
(en niveaux de gris) sur la surface de 67 particules de 30 nm. D’apres les données
du fabricant, la distribution en taille des particules suit une loi gaussienne d’écart
type inférieur & 1,2nm et de valeur moyenne 29,6 nm. Nous retrouvons une allure
gaussienne pour ’histogramme en intensité mesuré ce qui prouve I’homogénéité du
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(c)
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FiG. II1.6 — Images plein champ (100 x 100 zm?) démodulées non déconvoluée (a)
et déconvoluée (b) de particules individuelles de 30 nm de diameétre. Agrandissement
de la surface encadrée de ces images ((d) et (f)) et profils respectifs d’une particule
suivant la ligne pointillée ((e) et (g)). Histogramme en intensité du signal calculé pour
67 particules de 30nm et ajustement gaussien.

signal détecté pour une taille de particule donnée et atteste qu’aucun agrégat de
particules n’est détecté.

Simulation du rapport entre les puissances diffusées mesurées en fond noir
et en illumination guidée

Nous voulons calculer les puissances théoriques de lumiére diffusée par un plot d’or
de 40 nm et par une particule de 30 nm en vue de les comparer aux résultats expéri-
mentaux de cette section et de la Sec.III.1.1.1. Pour cela, nous effectuons une simula-
tion basée sur la théorie de Mie (voir Eq.1.29) permettant de déterminer le diagramme
angulaire de diffusion d’une nanosphére ainsi que sa section efficace de diffusion en uni-
tés arbitraires. Pour cette simulation, nous prenons en compte le spectre de la source
ainsi que le rendement quantique de la caméra en fonction de la longueur d’onde.
Nous avons limité notre étude en longueur d’onde a la gamme A = [400, 800] nm car
I’émission des lampes halogénes et a arc xénon sont faibles en de¢a de 400 nm (voir
Fig.I11.7) et que au dela de 800 nm les sections efficaces des nanoparticules d’or sont
négligeables, comme nous ’avons vu Sec.l. Pour évaluer la puissance diffusée en unités
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arbitraires, nous considérons également ’angle d’incidence de la lumiére provenant de
la source ainsi que ’angle solide de lumiére collectée par l'objectif de microscope.
Ces deux parameétres varient grandement pour la configuration en fond noir et celle
d’illumination guidée dans le substrat.

(a) Tungsten Lamp Emission Spectrum

Tp = 3400K
— (b) Xenon Arc Lamp Emission Spectrum

g

Il Figure 9

XBO - Xenon Burner

Radiation
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Fi1G. II1.7 - Spectre d’une lampe tungsten-halogéne (a) et d’une lampe & arc xénon

(b) 195].

Dans cette simulation, le plot d’or de 40 nm ayant un volume équivalent & celui
d’une particule sphérique de diamétre 32nm est considéré comme tel. Le plot d’or
étant dans l’air et posé sur un substrat de silicium oxydé sur 3nm d’épaisseur, nous
ne prenons pas en compte la présence de deux milieux distincts mais nous considérons
un indice optique effectif du milieu environnant évalué par la formule :

Neff = anair + (1 — a).nsi0, (I11.3)

avec a = 0,58. Pour plus de détails sur cette expression se référer a l'article |23].

Pour la particule de 30 nm, nous prenons comme diamétre pour les simulations, le dia-
meétre "réel" donné par le fournisseur qui vaut 29, 6 nm pour le flacon de colloides que
nous avons utilisé pour fabriquer les échantillons. Le milieu environnant la particule
est la PVA d’indice de réfraction npya =~ 1,5.

Dans une premiére étape, pour les deux nanospheéres de 32 et 29, 6 nm de diamétre,
nous déterminons leur diagramme angulaire de diffusion dépendant de la longueur
d’onde en unités arbitraires grace a la théorie de Mie que nous appelons Syiie(f, A). En
raison des unités arbitraires, les valeurs exposées par la suite n’ont pas de signification
intrinséque et nous ne considérerons que les rapports entre les valeurs calculées.

Ensuite, le diagramme de diffusion est intégré sur ’angle solide collecté par le mi-
croscope dépendant de la direction de la lumiére incidente qui varie suivant la confi-
guration d’illumination (voir Fig.III.8(a) et (b) pour la configuration en fond noir et
l'illumination guidée dans le substrat, respectivement) :

SM collcct()\) = / SMie(ey )\)d@ (1114)

cone de collection
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Une fois la dépendance en angle supprimée par le biais de l'intégration sur l'angle
solide de collection de l’objectif, seule la dépendance en longueur d’onde persiste.
Nous avons ainsi déterminé les sections efficaces de diffusion Seoect(A) des nano-
objets en fonction de la longueur d’onde pondérées suivant ’angle solide de collection
de lobjectif pour les deux configurations d’illumination et de collection (en fond noir
commercial et en illumination guidée dans le substrat).

(a) ILLUMINATION FOND NOIR (b) ILLUMINATION GUIDEE
ON=0.75 ©=48.,6° ON=0.8 ©®=53.1°

lame de verre

]
=

lumiére incidente

F1a. I11.8 — Angle de collection de ’objectif de microscope par rapport a la direction
de la lumiére incidente pour les configurations d’illumination fond noir (a) et guidée
(b). © est le demi-angle de collection.

Pour prendre en compte les effets spectraux de la source, les sections efficaces de
diffusion en fonction de la longueur d’onde sont multipliées par le spectre d’émission
normalisé de la source Ssource(A), soit celui d'une lampe halogéne pour la configuration
fond noir, et celui d’une lampe a arc xénon pour l'illumination guidée dans la lame :

SMC,sourcc ()\) = SM,Collect ()\) -Ssourcc ()\) (1115)

Ensuite, pour prendre en compte les propriétés spectrales de la caméra, les sections
efficaces sont multipliées par 'efficacité quantique normalisée de la caméra en fonction
de la longueur d’onde Scamera(A) :

SMCS,Camcra ()\) = SMC,sourcc ()\) -Scamora ()\) (1116)

Nous obtenons ainsi les sections efficaces des nanosphéres pondérées par les caracté-
ristiques spectrales du dispositif expérimental Snics camera(A) = Smcsc(A).

Enfin, la puissance diffusée effective est déterminée en considérant les puissances lu-
mineuses surfaciques incidentes P, mesurées expérimentalement (14,2 W.cm™2 pour
Iillumination fond noir, 195,5W.cm~2 pour lillumination guidée dans la lame) :

Pyvcsc(A) = Smesc (). Pine (I1L.7)
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section efficace puissance du signal
pondérée en angle | pondérée en angle simulée
intégréeen A : eten: expérimentale
[Suc(n) i [Swcsc (2) . [Pcsc (1) dA
|II%Tcljnggﬁ“ 53 0.84 11.9 306
.llugngnirc;aégo” 23 1.70 33235 8310°

TaB. III.1 — Tableau récapitulatif des données simulées (bleu) et expérimentales
(rouge, puissance en niveaux de gris) pour les configurations d’illumination fond noir
et guidée. Ces valeurs sont données en unités arbitraires. Seuls les rapports entre ces
valeurs ont une signification physique.

La puissance diffusée théorique pour l'illumination guidée est 28 fois supérieure a celle
de la configuration fond noir (Tab.III.1, troisiéme colonne). Cela est di principalement
aux différences de puissance de lumiére incidente (facteur 13,8) mais également & une
meilleure adéquation spectrale entre la source et la caméra dans le cas de I’illumination
guidée. En effet, quand on observe les résultats du tableau récapitulatif Tab.IIL.1, on
remarque que la section efficace pondérée en angle de collection et en longueur d’onde
est plus élevée (facteur 2,0, deuxiéme colonne) pour l'illumination guidée que pour la
configuration fond noir alors que lefficacité de collection angulaire est meilleure pour
la configuration fond noir (facteur 2,3, premiére colonne).

La simulation permet d’évaluer que la puissance du signal diffusé devrait étre 28 fois
supérieure pour une illumination guidée que dans une configuration fond noir. Pour
les images démodulés (TablIIl.1, quatriéme colonne), ce rapport vaut 27 ce qui est en
trés bon accord avec les données simulées.

Loi de variation de puissance du signal mesuré en fonction du diamétre de
la particule

A présent, nous voulons déterminer la loi de variation de puissance du signal
mesuré en fonction du diameétre de la particule. Pour cela, nous avons acquis trois
piles de 696 images sur 174 périodes de modulation spatiale d’amplitude 1,6 ym avec
un temps d’intégration de 10 ms, soit un temps d’acquisition de 7s, pour imager des
échantillons de particules de 30, 40 et 50nm de diamétre fixées dans du PVA.

Les intensités du signal sont mesurées en intégrant le signal (en niveaux de gris) sur la
surface d’une trentaine de billes pour chaque taille de particule. Les valeurs moyennes
de l'intensité sont représentées Fig.II1.9, les barres d’erreur verticales correspondant
a ’écart type de la distribution d’intensité déterminée pour chaque diameétre de par-
ticule. Les barres d’erreur horizontales correspondent a I’écart type de la distribution
en taille des particules donné par le fournisseur (4% du diameétre moyen). Comme
la puissance diffusée par une sphére varie comme son diamétre & la puissance six
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(d®), nous avons représenté Fig.IIL.9 une courbe pleine variant en d® que nous avons
ajustée par rapport a l’amplitude du signal mesuré (en niveaux de gris). Ainsi, nous
notons que l'intensité du signal détecté en modulation spatiale par illumination guidée
incohérente varie bien comme le diamétre de la particule & la puissance six.

Intensité du signal (u.a.)

102

101 L

100

107"

1072 ; ‘
15 20 25 30 35 40 45 50 55
Diameétre des particules (nm)

Fia. II1.9 — Intensité du signal en fonction du diameétre de la particule. Les barres
d’erreurs verticales et horizontales correspondent aux écarts type de la dispersion
en intensité du signal (niveaux de gris) et de la dispersion en taille des particules
respectivement. La courbe pleine varie comme le diamétre & la puissance six et est
ajustée en amplitude par rapport au signal. La ligne horizontale pointillée correspond
a la puissance du bruit. Le RSB pour une particule de 20 nm est évalué a partir de la
courbe en db et de la puissance du bruit.

A présent, nous connaissons la loi de variation de puissance du signal en fonction du
diameétre de la particule. S I'on considére que le bruit reste constant, nous pouvons
évaluer le RSB pour une particule de 20 nm & partir de la courbe en d® (Ssy = 7.1072
en niveaux de gris) et de la puissance du bruit (B = 9,5.1073 en niveaux de gris). On
obtient un RSB (sans unité) :

RSBy =17,3 (IT1.8)

Ainsi, en illumination guidée incohérente, strictement dans les mémes conditions ex-
périmentales, des particules de diamétre aussi petit que 20nm seraient détectables
avec un RSB supérieur & 7 (sans unité).

Dorénavant, nous savons qu’il serait difficile de détecter des particules de diamétre
inférieur & 20nm avec le dispositif de modulation spatiale couplée & une détection
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synchrone multiplexée dans le cas d’une illumination guidée incohérente. Pour détecter
des particules de diamétre inférieur, nous proposons d’utiliser une source cohérente
car, comme nous allons le montrer dans la prochaine section, 'imagerie cohérente de
petits objets est bien plus sensible sue 'imagerie incohérente. Le choix dune source
laser semble donc adapté. Pour choisir la longueur d’onde du laser qui remplacera
la lampe a arc xénon, nous nous sommes basés sur l'allure des sections efficaces de
diffusion de particules d’or dans du PVA. Nous avons noté Sec.I que ces sections
efficaces présentent un accroissement local dans la bande A = [500,600] nm en raison
de la résonance de plasmons de surface. Par ailleurs, 'utilisation d’une source de
longueur d’onde dans la bande de résonance plasmon devrait augmenter la sélectivité
de la mesure envers les nanoparticules d’or puisqu’il n’y a aucune raison pour que
les nano-diffuseurs parasites présentent le méme type d’accroissement local de leur
section efficace ce qui permet de maximiser la puissance guidée dans la lame.

Ainsi, nous proposons de garder le méme dispositif expérimental en ne modifiant que
la source, c.a.d en remplacant la lampe & arc xénon fibrée par un laser & A = 532 nm en
vue de faire de I'imagerie cohérente sensible, d’augmenter la quantité de lumiére guidée
dans la lame ainsi que la puissance incidente surfacique et d’accroitre la sélectivité de
la détection envers les nanoparticules d’or.

II1.1.2 Imagerie en illumination cohérente laser

Dans cette section, nous montrons l'intérét théorique d’utiliser une source cohé-
rente pour imager de petites particules, puis nous vérifions cela expérimentalement
en comparant des images en illuminations cohérente et incohérente et en déterminant
expérimentalement la loi de variation du signal détecté en fonction du diamétre de la
particule.

I111.1.2.1 De l’intérét de l’imagerie cohérente par rapport a l’imagerie
incohérente

Comme nous 'avons affirmé, 'imagerie cohérente de nano-objets est plus sensible
que l'imagerie incohérente. Pour montrer cela nous étudions plus en détail les com-
posantes du signal détecté. Deux types de champs électromagnétiques parviennent
jusqu’a la caméra : D’une part le champ que nous voulons détecter, c.a.d celui qui
est diffusé par les nanoparticules; et d’autre part, le faible champ parasite provenant
d’une réflexion totale imparfaite en raison de la légére différence d’indice de réfraction
entre le PVA et le verre.

Ainsi, le signal détecté est 'interférence du champ diffusé par les particules Eg et
du champ parasite E), |27,66|. L'intensité détectée au niveau du détecteur vaut donc :

Tgetect = (Ed + Ep)(Ed + Ep)*

I11.9
= E2+E}+EyE;+E}E, (I1L.9)

ou * représente le complexe conjugué. Dans cette expression,
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— le terme Eg correspond au fond constant qui est supprimé grace a la modulation
spatiale et la détection synchrone multiplexée.

— Le second terme Eﬁ est une intensité de diffusion pure directement proportion-
nelle & la section efficace de diffusion qui varie comme le diameétre de la particule
a la puissance six (d°).

— Enfin, les deux termes croisés Fq.E; et Ej.E),, correspondant au phénomene
d’interférence, sont proportionnels & I'amplitude du champ diffusé qui varie
comme la racine de la section efficace de diffusion et donc comme le diameétre
de la particule au cube (d3).

En illumination incohérente, les interférences sont brouillées en raison de la pré-
sence de multiples longueurs d’onde. Autrement dit, les termes croisés s’annulent.
Ainsi le signal détecté est composé uniquement du fond constant et du terme de dif-
fusion pure variant en d°, comme nous l’avons vérifié dans la section précédente lors
de I'étude de la loi de variation du signal en fonction de d.

Par contre, en illumination cohérente, les interférences ne se brouillent pas et les
termes croisés persistent. Le signal détecté est donc composé de termes en d® et d’un
terme en d®. Ainsi, pour les petites particules, typiquement de diamétre inférieur a
100 nm, les termes croisés dominent et la diffusion pure est négligeable. Ce qui signifie
que le signal détecté varie donc comme d3 pour de petites particules illuminées en
lumiére cohérente et qu’il décroit donc beaucoup moins rapidement que dans le cas
d’une illumination incohérente ou il varie en d°.

II1.1.2.2 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est le méme que précédemment (Fig.IT1.5) & ceci prés
que la source est désormais un laser & A = 532nm, dans la bande de résonance plas-
mon en vue d’accroitre la sélectivité de la détection. En effet, les nanoparticules d’or
ont des propriétés de diffusion et d’absorption bien spécifiques en raison de 1’oscilla-
tion cohérente des électrons de conduction induite par un champ électrique incident,
comme nous l'avons vu au Chap.l. Ce phénomeéne de résonance, illustré Fig.I11.10
via la section efficace de diffusion d’une particule de 10nm de diamétre fixée dans
du PVA se traduit par un accroissement significatif des sections efficaces de diffusion
et d’absorption dans une gamme de longueur d’onde donnée dépendant des permit-
tivités diélectriques complexes de la particule et de son milieu environnant. Ainsi, en
illuminant les particules d’or avec une source émettant dans leur bande de résonance
plasmon, comme un laser & 532nm, la sélectivité de la détection est accrue d’un fac-
teur 3,5 dans la mesure ot les objets nanométriques parasites ne présentent pas de
propriétés de diffusion ou d’absorption particuliéres en fonction de la longueur d’onde
d’illumination.

Dans ce dispositif, le faisceau laser de 3mm de diamétre n’est pas focalisé et pour
maximiser 'intensité de lumiére guidée dans I’échantillon, une lamelle est couplée a
la tranche non polie de la lame de verre par de I’huile d’immersion.
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FiG. II1.10 — Section efficace de diffusion d’une particule d’or de 10nm de diamétre
fixée dans du PVA.

111.1.2.3 Comparaison des puissances des signaux en fonction de la source
utilisée en illumination guidée

En vue de comparer les caractéristiques des détections en illumination guidée laser
et blanche, nous avons acquis deux piles de N images de la méme zone d’un échantillon
de particules de 30 nm de diamétre fixées dans du PVA et illuminées soit en lumiére
verte, soit en lumiére blanche.

Nous présentons Fig.II1.11 les modules des images démodulées de particules de 30 nm
illuminées par le laser & 532nm (a) et en lumiére blanche (b) avec des puissances
surfaciques respectives de 2kW.cm™2 et 1 W.cm™2. Pour chacune de ces images, une
pile de 120 images a été acquise sur 30 périodes de modulation spatiale d’amplitude
1,6 pm avec un temps d’intégration de 180 ms, soit un temps d’acquisition de 22s. Les
différences d’intensité du signal détecté d’une particule & ’autre résulte de la disper-
sion en position des billes dans 1’épaisseur de ’échantillon évaluée expérimentalement

a 200nm. Ainsi, les particules hors du plan focal image présentent une intensité plus
faible.

Pour les deux images présentées Fig.II1.11, nous avons déterminé la puissance moyenne
du champ diffusé par une particule individuelle (voir Tab.II1.2). Dans le cas de 'ima-
gerie incohérente, la puissance du champ diffusé est égal au signal détecté. Par contre,
pour l'imagerie en illumination cohérente, la puissance du champ diffusé correspond
au carré du signal détecté (voir Sec.III.1.2.1). La différence de signal entre les deux
images est due principalement & la meilleure sensibilité de 'imagerie cohérente par
rapport & l'imagerie incohérente, mais aussi & la différence de densité de puissance
incidente en fonction de la source utilisée ainsi qu’a la variation de section efficace en
fonction de la longueur d’onde.
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Fia. II1.11 — Images démodulées de particules d’or de 30 nm de diamétre en illumi-
nation guidée avec la source laser (a) ou la source & arc xénon fibrée (b).

Les densités de puissance ont été déterminées expérimentalement en divisant la puis-
sance mesurée a la sortie de la lame par la surface éclairée. Les sections efficaces
de diffusion sont calculées & partir de I’Eq.[.41 pour une particule d’or de 30nm de
diameétre dans du PVA. Pour la source laser, nous avons calculé la section efficace a
A = 532nm; pour la lampe & arc xénon, dont le spectre d’émission est & peu prés plat
de 400 & 800 nm, nous avons déterminé les sections efficaces pour toutes les longueurs
d’onde A = [400; 800] nm avec un pas de 1 nm puis nous les avons sommeées et divisées
par le nombre de longueurs d’onde intégrées pour obtenir un section efficace effective
présentée Tab.I11.2.

Ainsi, lorsqu’on observe les rapports entre les valeurs de ce tableau suivant le type
de source utilisé, on note que le signal mesuré pour la source laser est 7,4.10% fois
supérieur & celui obtenu avec la source incohérente. Cela s’explique par le fait que la
densité de puissance du laser est 2.10% supérieure a celle de la source incohérente et que
la section efficace de diffusion & A = 532 nm est 3, 2 fois supérieure a la section efficace
de diffusion effective calculée pour A\ = [400;800] nm. Le gain théorique apporté par
I'utilisation de la source laser vaut donc 2.10% x 3,2 = 6,5.10% ce qui est tout a fait
du méme ordre de grandeur que la valeur trouvée expérimentalement (7,4.103).

111.1.2.4 Limite de sensibilité du dispositif : Images de particules de 10
nm de diamétre

Pour évaluer les limites de détection de l'illumination guidée avec un laser vert,
nous avons imagé un échantillon de particules de 10nm de diameétre fixées dans du
PVA.

Avec ce dispositif en lumiére cohérente, nous pouvons ainsi détecter des particules de
diameétre aussi petit que 10nm avec un bon RSB (= 10 sans unité) comme atteste
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puissance diffusée | puissance (W/cm?) | Caiff (m?) RSB
arc xénon .
fibrée 7.3.10° 1 53.10" | 7,3.10°
laser .
539nm 54.10"° 2.10° 170" | 36.10°

TAB. II1.2 — Tableau récapitulatif de la puissance du signal en niveaux de gris et du
RSB sans unité mesurés sur les modules des images démodulées de particules d’or de
30nm de diameétre ainsi que de la puissance optique incidente et de la section efficace
de diffusion suivant la nature de la source d’illumination guidée.

I'image démodulée et déconvoluée présentée Fig.III.12(a) et l'image agrandie d’une
particule Fig.II1.12(b). Cette image est obtenue en acquérant une pile de 120 images
sur 30 périodes de modulation spatiale d’amplitude 1,6 um avec un temps d’inté-
gration de 180ms, soit un temps d’acquisition de 22s. Néanmoins, avec une source
cohérente, un effet de speckle apparait dans l'image ce qui constitue une nouvelle
limitation physique de ce dispositif.

Fia. II1.12 — Agrandissement du module de l'image démodulée déconvoluée de 6
particules d’or de 10nm de diameétre (a). Image en surface de la particule encadrée

(b).

111.1.2.5 Loi de variation de puissance du signal mesuré en fonction du
diamétre de la particule

A présent, nous voulons déterminer la loi de variation de puissance du signal
mesuré en fonction du diameétre de la particule pour une illumination cohérent. Pour
cela, nous avons acquis trois piles de 120 images sur 30 périodes de modulation spatiale
d’amplitude 1, 6 um avec un temps d’intégration de 180 ms, soit un temps d’acquisition
de 22 s, pour imager des échantillons de particules de 10, 20 et 30 nm de diamétre fixées
dans du PVA.
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L’amplitude du signal est mesurée en intégrant le signal (en niveaux de gris) d’une
trentaine de billes différentes pour chaque taille de particule. Les valeurs moyennes du
signal sont représentées Fig.I11.13, les barres d’erreur verticales correspondant a 1’écart
type de la distribution d’intensité déterminée pour chaque diamétre de particule. Les
barres d’erreur horizontales correspondent a l’écart type de la distribution en taille
des particules donné par le fournisseur (4% du diameétre moyen pour les particules
de 20 et 30nm de diameétre et 3% pour celle de 10nm). Comme nous avons montré
Sec.II1.1.2.1 que le signal détecté en imagerie cohérente varie comme le diameétre de
la particule au cube, nous avons représenté Fig.II1.13 une courbe pleine variant en d°
et normalisée par rapport au signal (en niveaux de gris) qui permet d’identifier que
le signal détecté en modulation spatiale par illumination guidée cohérente varie bien
comme le diameétre de la particule a la puissance trois.

104

signal (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35
Diametre des particules (nm)

Fia. III.13 - Signal en fonction du diameétre de la particule. Les barres d’erreurs
verticales et horizontales correspondent aux écarts type de la dispersion en intensité du
signal (en niveaux de gris) et de la dispersion en taille des particules respectivement.
La courbe pleine varie comme le diamétre a la puissance trois et est ajustée par
rapport au signal.

Comme nous voulions un excellent RSB, nous avons imagé des particules de di-
mensions relativement grandes, c.a.d. des particules de 10nm de diametre avec un
RSB = 10 (sans unité). Ainsi, si 'on accepte un RSB inférieur (de 'ordre de 1, sans
unité) et que l'on considére que le niveau de bruit est constant, nous déterminons a
partir de la loi de variation du signal en fonction du diameétre de la particule, qu’il
est possible de détecter des particules de diamétre aussi petit que 5 nm en combinant
une illumination guidée cohérente & une modulation spatiale de 1’échantillon et une
détection synchrone multiplexée.
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II1.1.3 Conclusion sur ’imagerie

Dans cette section, nous souhaitions détecter le signal de diffusion de nano-objets
métalliques en microscopie optique plein champ. Comme ce signal de diffusion est trés
faible, il est indispensable de filtrer les signaux parasites. Pour ce faire, nous avons
adapté le type d’illumination des échantillons ainsi que le processus de détection du
champ diffusé par les nano-objets.

En effet, les échantillons sont illuminés dans des configuration permettant de ne dé-
tecter que la lumiére ayant interagi avec les nano-objets, en évitant de collecter une
partie du flux incident sur 1’échantillon. Suivant les propriétés optiques du substrat
des échantillons & imager, le dispositif d’illumination a été adapté.

De plus, pour éliminer au maximum les signaux parasites, aussi bien optiques que
dus aux bruits de détection, nous avons congu un dispositif permettant de moduler
la position de I’échantillon dans le plan perpendiculaire a ’axe optique et de détecter
le signal via un processus de détection synchrone multiplexée.

Pour évaluer les performances de ce dispositif expérimental, nous avons d’abord
choisi d’étudier un échantillon déterministe ou la disposition matricielle des nano-
objets est parfaitement connue. Pour cet échantillon, les nano-objets sont des plots
d’or dont les dimensions sont calibrées par des mesures en microscopie électronique &
balayage (MEB) et en microscopie a force atomique (AFM). Cet échantillon, réalisé en
lithographie électronique sur un substrat opaque, était illuminé en lumiére incohérente
via un dispositif fond noir commercial ne détectant que la lumiére diffusée par les
plots. Des plots de volume équivalent & une sphére de diamétre d = 32nm ont ainsi
été observés.

Une fois que nous étions stir de pouvoir détecter des objets de dimensions nano-
meétriques, nous avons con¢u des échantillons non déterministes constitués de nano-
particules d’or de taille variable et connue, réparties aléatoirement sur un substrat
transparent. Ce type de substrat donne, en effet, la possibilité d’illuminer les nano-
objets dans une configuration de réflexion totale interne, permettant ainsi d’accroitre
la puissance surfacique de lumiére incidente en changeant de type de source, tout
en ne détectant que la lumiére diffusée par 1’échantillon, le fort flux incident étant
totalement réfléchi.

Dans un premier temps, ces échantillons ont été illuminés en lumiére incohérente
afin de d’avoir des données comparables avec celles de ’échantillon de plots d’or sur
silicium. Nous avons ainsi montré que la configuration d’illumination en réflexion
totale interne permet d’obtenir, pour des objets équivalents, un signal de diffusion de
puissance 28 fois supérieure & celle du signal mesuré via un dispositif d’éclairage en
fond noir.

Pour de petites particules, le signal détecté varie comme d° pour une mesure en
illumination incohérente alors qu’il décroit comme d® lorsque la source est cohérente,
en raison des interférences entre la lumiére diffusée par les particules et celle du faible
fond parasite.
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Sachant cela, en vue d’imager des particules de diamétre inférieur & 20nm, nous
remplacons la source incohérente du dispositif en RTI par une source laser. Outre
le fait qu’elle est cohérente, cette source présente 'avantage de fournir un faisceau
de puissance surfacique plus élevé que la source incohérente précédemment utilisée.
Enfin, nous avons choisi une source laser de longueur d’onde située dans la bande de
résonance plasmon ot les sections efficaces sont localement accrues afin de maximiser
la puissance du champ diffusé par les nanoparticules d’or. Malgré le fond de speckle
di & la cohérence de la source, nous avons imagé des particules de 10nm de diamétre
avec un bon RSB.

Expérimentalement, nous avons vérifier que le signal détecté varie bien en d® pour
une illumination incohérente et en d® pour une illumination cohérente.

Dans le premier chapitre, nous avons montré que, en raison de la résonance de
plasmons de surface, les spectres de diffusion de nanoparticules d’or présentent des
caractéristiques particuliéres en fonction du diameétre de la particule, de sa forme, de sa
composition et des son milieu environnant. En effet, la longueur d’onde de résonance
plasmon se décale et I’amplitude du pic varie quand les paramétres liés a la particule et
a son milieu sont modifiés. Ces derniéres années, de nombreuses études en bio-imagerie
tendent & exploiter ce phénomeéne. Pour ce faire, des nano-objets sont fonctionnalisés
et leurs caractéristiques spectrales sont observées pour déterminer s’il y a eu ou non
modification de I’environnement, c.a.d. interaction avec une molécule cible. Pour que
ce type d’études soit efficaces, il est donc nécessaire de pouvoir détecter le spectre de
diffusion de nano-objets et de connaitre 'influence des différents parameétres que son
la taille, la forme et la composition de la particule ainsi que son milieu environnant.

Ainsi, maintenant que nous avons réussi a détecter le signal de diffusion de na-
noparticules d’or, nous souhaitons observer leurs propriétés spectrales spécifiques.
Pour ce faire, nous nous proposons de modifier le dispositif d’imagerie en illumina-
tion guidée basé sur une modulation spatiale de I’échantillon couplée & une détection
synchrone multiplexée afin de faire la spectroscopie de nano-objets en paralléle de la
détection.
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ITI.2 Spectroscopie de nanoparticules individuelles

Ces derniéres années, a été développée une méthode de spectroscopie, appelée
SMS (Spatial Modulation Spectroscopy), basée sur une modulation spatiale d’un
échantillon composé de nanoparticules déposées sur un substrat ou fixées dans un
film mince. Les particules sont placées dans le plan focal d’un faisceau de lumiére trés
focalisé. Pour des échantillons dilués, typiquement moins d’une particule par pm?2,
seulement une particule est au point focal. En raison de la modulation de position, la
particule se trouve alternativement dans et hors du point focal ce qui engendre une
modulation de I’énergie transmise qui est directement proportionnelle a la section ef-
ficace d’extinction de la particule & la longueur d’onde d’illumination. Cette lumiére
est analysée en longueur d’onde par un spectrophotométre puis démodulée via une
détection synchrone.

Nous proposons d’adapter le dispositif d’imagerie basé sur un modulation spatial
de I’échantillon et une détection synchrone multiplexée ot les particules sont illuminée
en lumiére guidée pour mesurer le spectre de plusieurs particules en une seule acqui-
sition tout en conservant la capacité de faire l'imagerie de ’échantillon en parallele.

II1.2.1 Dispositif expérimental

Pour combiner la spectroscopie et I'imagerie, le dispositif expérimental est trés
semblable & celui d’imagerie en lumiére guidée & ceci prés qu'il permet d’utiliser alter-
nativement, sans modification du montage expérimental, les deux sources cohérente
(laser & 532 nm) et incohérente (lampe & arc xénon fibrée), comme on le voit Fig.I11.14
(a).

Ainsi, comme nous ’avons montré dans la section précédente, la source cohérente
permet une détection optimum des nanoparticules et un positionnement de 1’échan-
tillon approprié pour ’analyse spectrale de plusieurs particules en paralléle. Une fois
I’échantillon correctement positionné, les particules sont illuminées par la source in-
cohérente qui permet de mesurer le spectre complet de nanoparticules individuelles.

Pour extraire 'information spectrale de la lumiére incohérente diffusée par les na-
noparticules, un spectrométre imageur (Imspector V8E, Specim) est inséré entre le
microscope et la caméra. Ce spectromeétre, constitué d’une fente de 80 um de large
et d’un réseau de diffraction (voir Fig.III.14 (b)), permet de sélectionner, a l'aide de
la fente, une zone d’extension spatiale verticale de l'image plein champ & analyser
spectralement puis de séparer par diffraction suivant la direction horizontale (perpen-
diculaire a la fente) les différentes longueurs d’onde constitutives du champ diffusé
par les particules. Ainsi, en plagant plusieurs particules dans la zone de sélection de
la fente, il est possible d’observer les spectres de plusieurs particules en paralléle.

Pour la détection des particules en imagerie plein champ, le processus d’acquisition est
identique a celui utilisé dans la section précédente, soit I’acquisition de quatre images
par périodes de modulation spatiale. Les particules sont plongées dans un milieu
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présentant sa propre réponse spectrale. Ainsi lors de ’acquisition d’une image spec-
troscopique, les spectres du milieu et de la particule s’additionnent. Pour n’extraire
que l'information spectrale liée a la nanoparticule, il est nécessaire d’isoler ces deux
réponses spectrales. Pour ce faire, la position de I’échantillon est modulée pendant
I’acquisition et deux images, correspondants aux positions extrémes du déplacement,
sont acquises par périodes de modulation spatiale. Ainsi, les particules & analyser se
trouvent alternativement au centre de la zone de sélection de la fente et hors de cette
zone et I’'on acquiert en alternance les spectres des particules et du milieu additionnés
et celui du milieu environnant : Pour séparer le spectre des particules de celui du
milieu environnant, il suffit de soustraire le spectre du milieu.
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FiG. 111.14 — Dispositif expérimental couplant la spectroscopie et l'imagerie en mo-
dulation spatiale sous illumination guidée alternativement cohérente (laser) ou inco-
hérente (xénon) (a). Pour les mesures de spectres, un spectrométre imageur, sélec-
tionnant une colonne de I'image et en diffractant le spectre (b), est inséré entre le
microscope et la caméra.

II1.2.2 Spectres expérimentaux et comparaison avec les sections ef-
ficaces simulées

Dans cette sous section, nous calibrons en longueur d’onde avec une source de
spectre d’émission connu les images spectrales obtenues avec notre dispositif. Puis
nous mesurons le spectre de la lampe & arc xénon fibrée avec laquelle seront mesurés les
spectres des particules d’or. Enfin, nous présentons les spectre normalisés en longueur
d’onde de particules de 100, 50 et 40 nm de diametre.
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II1.2.2.1 Etalonnage en longueur d’onde du dispositif expérimental

Pour étalonner le dispositif en longueur d’onde, une image du spectre d’une
lampe a vapeur de mercure, présentant plusieurs raies spectrales connues, est ac-
quise. Comme la lumiére est diffractée par un réseau, il existe une relation affine liant
la position dans I'image spectrale a la longueur d’onde. Ainsi, en identifiant trois pics
caractéristiques dans I'image spectrale, la correspondance entre le numéro de colonne
col et la longueur d’onde A est établie :

A = —1,1844.col + 899 (I1L.10)

II1.2.2.2 Spectre de la lampe a arc xénon

Les mesures de spectre de particules sont effectuées avec la lampe arc xénon fi-
brée. En vue de normaliser les spectres de diffusion des particules en longueur d’onde
par rapport aux caractéristiques spectrales de la lampe, une image spectrale de la
lampe seule est acquise (Fig.II1.15(a)). Le spectre expérimental Sy de la lampe a arc
xénon convolué avec l'efficacité quantique de la caméra en fonction de la longueur
d’onde est extrait de l'image spectrale en sommant ’ensemble des lignes de I'image
(Fig.IIL.15(Db)).

(€)]

YR

intensité (a.u.)

300 400 500 600 700 800 900
longueur d’onde (nm)

fente

FiG. II1.15 — Image spectrale I de la lampe & arc xénon (a). La zone délimitée en
pointillés correspond & la position de la fente du spectromeétre imageur. (b) Spectre
Sy de la lampe a arc xénon convolué & 'efficacité quantique de la caméra, extrait de
I'image spectrale par intégration de ’ensemble des lignes.

111.2.2.3 Spectres de nanoparticules d’or individuelles

Pour obtenir des spectres de particules de 100, 50 et 40 nm, nous avons acquis
trois piles de N = 64 images sur 16 périodes de modulation spatiale d’amplitude
1,8 um, aux position extrémes, avec un temps d’intégration de 300 ms, soit un temps
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d’acquisition de 5s, pour détecter les spectre de particules de 100, 50 et 40nm de
diametre fixées dans du PVA en illumination guidée en lumiére blanche.

Procédé d’extraction du spectre d’une nanoparticule individuelle

A partir d’une pile d'images Iy, deux images spectrales I1 et Iy contenant respective-
ment les spectre de la particule et du milieu environnant sont obtenues de la maniére

suivante :
N/2 N/2

L=) Iy eth =) Iy (II1.11)
k=1 k=1

Dans un premier temps, la réponse spectrale d’une particule et de son milieu environ-
nant Sp est extraite de I'image I; en sélectionnant les quelques lignes correspondant
a lextension spatiale de la tache de diffraction générée par la particule sur quelques
lignes (ici trois, voir Fig.I11.16(a)). Ces trois lignes correspondent numériquement &
trois vecteurs de méme longueur qui sont sommés terme & terme pour concentrer
I'information spectrale sur un vecteur unique S7. Pour extraire le spectre du milieu
environnant So, le méme procédé est appliqué a I'image spectrale du milieu Is.

Pour ne conserver que 'information spectrale sur la particule S, le spectre du milieu
So est soustrait & celui de la particule et du milieu Sj. Puis, le résultat de cette
soustraction est divisé par le spectre de la lampe Sy, précédemment mesuré, en vue
d’obtenir un spectre de diffusion de la particule normalisé en longueur d’onde S :

s 5 (I1L.12)
So
Pour réduire le bruit spectral engendré par le bruit temporel de la source et par les
inhomogénéités de la caméra, le spectre .S subit un filtrage & moyenne glissante sur
cing pixels adjacents. Ce filtrage, moyennant le spectre sur 4,7nm de largeur, ne
modifie pas la résolution de la mesure puisque la résolution spectrale du spectrométre
imageur est de 5,3 nm.

Spectres expérimentaux

Les spectres de particules de 100, 50 et 40 nm de diameétre sont présentés Fig.I11.16(b).
Pour les particules de diameétre > 50nm, les spectres mesurés avec nos échantillons
sont difficilement comparables aux spectres obtenus par la théorie de Mie et sont donc
sujets & caution. En effet, les particules étant proches de l'interface PVA-air, le milieu
environnant ne présente pas une permittivité diélectrique homogéene ce qui perturbe
fortement l’allure du spectre. Néanmoins, nous présentons de maniére comparative
les spectres de particules de 100, 50 et 40nm pour observer que la longueur d’onde
de résonance plasmon décroit quand le diameétre de la particule diminue, comme nous
I’avons montré théoriquement Sec.I.5.
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FiG. II1.16 — Image spectrale d’une particule de 100nm de diameétre (a). La zone
délimitée en pointillé correspond aux lignes intégrées pour obtenir le spectre de la
particule. Spectres de particules de 100nm (vert), 50 nm (rouge) et 40 nm (bleu)(b).

Comparaison d’un spectre expérimental avec le spectre obtenu par la théo-
rie de Mie

Le spectre d’une particule de 40 nm de diametre est représenté Fig.II1.17 et com-
paré au spectre théorique obtenu par la théorie de Mie (courbe en pointillés). Le
spectre théorique est déterminé par le calcul de la section efficace de diffusion de
Mie. Le diamétre de la particule étant faible devant 1’épaisseur de 1’échantillon, nous
considérons dans cette simulation que le milieu environnant est homogéne. A partir
de cette considération, nous avons calculé, suivant la théorie de Mie, la section efficace
de diffusion normalisée d’une particule d’or fixée dans du PVA pour une lumiére inci-
dente non polarisée, la permittivité diélectrique de en fonction de la longueur d’onde
étant calculée & partir de 'indice de réfraction complexe de l'or massif |69]. Dans
cette simulation, les caractéristiques spectrales de la lampe et de la caméra ne sont
pas prises en compte car le spectre mesuré a été normalisé en longueur d’onde via
la division par Sp. On observe Fig.II1.17 que les spectres de la particule de 40 nm de
diameétre mesuré et calculé sont en parfait accord.

En augmentant le temps d’intégration, nous devrions détecter le spectre de particules
de diamétre inférieur & 40 nm.
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FiG. II1.17 — Spectre de diffusion normalisé d’une particule de 40nm de diamétre
(ligne pleine). La ligne pointillée représente la section efficace de diffusion normalisée
d’une particule de 40 nm de diameétre dans du PVA calculée via la théorie de Mie pour
la lumiére non polarisée en utilisant la permittivité diélectrique de I’or massif.

II1.2.3 Conclusion sur la spectroscopie

La technique de spectroscopie en détection synchrone multiplexée réalisée & ’aide
d’une simple source incohérente (et non d’un super continuum beaucoup plus com-
plexe et colteux) permet d’acquérir des spectres de nanoparticules individuelles avec
un court temps d’intégration (5 s, typiquement), rendant cette méthode compatible
avec la plupart des application actuelles des nanoparticules métalliques.

IT11.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté deux dispositifs d’imagerie de nanoparti-
cules basés sur une modulation spatiale de I’échantillon permettant de supprimer la
composante continue des images détectées. Suivant les propriétés optiques du substrat
de I’échantillon, une illumination fond noir ou guidée permet d’éclairer les nano-objets.
Le dispositif en fond noir permet de collecter angulairement de maniére optimale la lu-
miére diffusée par les nanoparticules. Néanmoins, en lumiére incohérente le dispositif
en illumination guidée a une meilleure sensibilité car la puissance surfacique incidente
est plus élevée. Avec une illumination guidée laser, la puissance surfacique est encore
accrue par rapport a la lampe & arc xénon fibrée (incohérente) ce qui permet d’imager
en plein champ (100 x 100 ym?) des particules de 10nm de diamétre.

Pour mieux situer les performances de notre dispositif d’imagerie et de spectro-
scopie de nanoparticules dans le contexte scientifique international, nous comparons
notre technique & deux autres dispositifs ayant un potentiel similaire au notre et dé-
crits de maniére assez compléte en introduction de ce chapitre. Ces dispositifs sont ici
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appelés de maniére concise "Billaud 2008" [31] et "Curry 2005" [23] en référence au
premier auteur et & ’année de publication des articles desquels ont été extraites les
information répertoriées dans le tableau récapitulatif Tab.IIL.3.

(a) IMAGERIE modulation | plein Tacq ;urfage diametre | diffusion/ source
spatiale | champ imagée | particule [absorption
Billaud (2008) (0] N >70s | 36 pmz 5nm |absorption| cohérente
Curry (2005) N (0] 30s | 10*um?| 75nm diffusion | incohérente
guidée 0] 0] 22s | 10%um?| 10nm | diffusion | cohérente
o specrioscon | TEmertde  Tréuten dantel soue
Billaud (2008) spectrophotometre 3nm 455 nm | incohérente
Curry (2005) spectro-imageur 1 nm 75 nm | incohérente
guidée spectro-imageur 53 nm 40 nm | incohérente

TaB. II1.3 — Tableau récapitulatif des principaux paramétres caractéristiques d’ima-
gerie (a) et de spectroscopie (b) de notre dispositif ("guidée") et de deux autres
dispositifs potentiellement similaires ("Billaud 2008" et "Curry 2005") développés
ces derniéres années.

Sur les trois dispositifs présentés, deux sont basés sur une modulation spatiale de
I’échantillon ("Billaud 2008" et "guidée") et deux autres permettent de faire de 'ima-
gerie plein champ ("Curry 2005" et "guidée"). Comme on le voit aux colonnes 3 et
4 Tab.IT1.3(a), l'intérét majeure de I'imagerie plein champ par rapport a I'imagerie
par balayage point & point de I’échantillon est de réduire significativement le temps
d’acquisition (T},¢,) par unité de surface.

Comme notre dispositif permet d’utiliser en paralléle une source laser et une source
incohérente pour éclairer I’échantillon, la source cohérente fournissant une puissance
surfacique incidente élevée est choisie pour la détection, permettant ainsi de détecter
des objets de diameétre bien inférieur aux autres techniques (voir Tab.II1.3(a), colonne
5).

Suivant que I'imagerie se fait en transmission ou en réflexion, on parle de détection et
de spectroscopie des particules en absorption ou en diffusion respectivement. Sachant
que pour les particules de diamétre d inférieur & 100nm, le phénoméne d’absorp-
tion (d®) domine sur celui de diffusion (d°), les techniques en transmission sont plus
sensibles que celles en réflexion, toutes choses égales par ailleurs. Ainsi, des deux dis-
positifs utilisant une source incohérente de puissance surfacique incidente équivalente,
"Billaud 2008" permet de voir de plus petits objets que "Curry 2005" (Tab.II1.3(a),
colonne 5) car cette technique est basée sur 'absorption de la lumiére par les nano-
particules.
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Pour les trois dispositifs, la spectroscopie est réalisée en illuminant les particules
avec une simple lampe blanche (Tab.II1.3(b), colonne 4). On note que, pour notre
technique en mode spectroscopique, le fait de passer en illumination incohérente et
de disperser la lumiére diffusée en fonction de la longueur rend difficile la mesure
de spectre de particules de diamétre inférieur & 40 nm alors qu’il nous est possible
d’imager des particules de 10 nm.

La résolution spectrale de notre dispositif liée au spectro-imageur utilisé est moins
bonne que celle des autres dispositif (Tab.IIL.3(b), colonne 2). En effet, pour notre
dispositif, le réseau de diffraction dispersant la lumiére diffusée par les particules
comporte moins de lignes par unités de longueur. Ainsi, la dispersion angulaire de la
lumiére en fonction de la longueur est plus faible dans notre cas et le spectre moins
étalé spatialement ce qui permet de mesurer le spectre de particules moins diffusantes,
c.a.d. de diameétre inférieur (TablIl.3(b), colonne 3).

En conclusion, dans le contexte scientifique international, notre dispositif expé-

rimental basé sur une modulation spatiale de I’échantillon couplée & une détection
synchrone multiplexée en illumination guidée (cohérente et incohérente en paralléle)
permet une imagerie sensible et rapide en plein champ et une spectroscopie de plu-
sieurs nanoparticules individuelles de faible diamétre simultanément en parallele de
I'imagerie.
Cette technique est toutefois limitée & une détection des nano-objets en deux dimen-
sions dans 1’épaisseur de la profondeur de champ et il serait intéressant d’avoir accés
a une localisation suivant ’axe optique. Cela a été réalisé en microscopie de fluores-
cence par F. Chasles au cours de sont travail de thése au sein du laboratoire d’Optique
Physique par le biais d’'une modulation en z de l'objectif [96]. Cette technique per-
met d’obtenir des coupes optiques de I’échantillon suivant ’axe optique avec une tres
bonne résolution moyennant un balayage ligne a ligne de ’échantillon, incompatible
avec une imagerie rapide en volume. En vue d’acquérir le diagramme de diffusion en
trois dimensions de particules individuelles et d’avoir la possibilité d’imager des objets
en mouvement, nous nous somines tournés vers ’holographie qui est une technique
classique d’imagerie en volume et qui présente ’avantage d’utiliser une source cohé-
rente qui, comme nous ’avons vu dans ce chapitre, permet d’accroitre la sensibilité
de la détection.
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Chapitre IV

Holographie numérique
hétérodyne : principes
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Aprés le dispositif d’imagerie en deux dimensions de nanoparticules basé sur une
modulation spatiale de 1’échantillon couplée & une détection synchrone multiplexée,
nous souhaitons développer un autre instrument permettant une imagerie en trois
dimensions des nano-

L’holographie a été découverte en 1947 par le physicien hongrois Denis Gabor [97] qui
regut, pour ce travail, le prix Nobel de physique en 1971. Cette découverte se fit par
hasard, alors que M Gabor travaillait & 'amélioration de microscopes électroniques.
Ce n’est qu’apres le développement des lasers en 1960 que 'holographie prit son essor
dans le domaine optique [98].
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L’holographie est une technique combinant les processus d’interférence et de diffrac-
tion : Les interférences codent ’amplitude et la phase de ’onde provenant d’un objet
tridimensionnel et la diffraction agit comme un décodeur en reconstruisant une onde
qui semble provenir de l'objet précédemment éclairé. Cette technique a été appelée
holographie, littéralement "tout écrire" du grec odos ypapewy, car elle permet d’en-
registrer la totalité des informations caractérisant une onde, c.ad.d. son amplitude et
sa phase. Pour comprendre la différence entre I’holographie et la photographie il suffit
de considérer une photographie en noir et blanc. Dans ce cas, en chaque point, on en-
registre U'intensité (c’est-a-dire 'amplitude du champ électrique au carré) des rayons
lumineux qui constituent 'image. En holographie, on parvient & enregistrer sur ’ho-
logramme une information riche, sous forme de franges, & la fois liée & I’amplitude et
a la phase du champ électrique provenant de ’objet. Grace & U'information de phase,
il est notamment possible de reconstruire une image en trois dimensions de cet objet.
En effet, la connaissance de ’amplitude et de la phase d’une onde en un plan donné
de ’espace donne accés a son amplitude et sa phase en tout plan de ’espace.

En pratique, le procédé analogique de 1’holographie se décompose en trois étapes :

— la premiére est ’enregistrement des interférences sur un support photosensible ;

— la deuxiéme implique un procédé chimique de développement du support;

— la derniére est le processus de reconstruction physique de 'onde objet par dif-

fraction de la lumiére sur le réseau codé dans le support photosensible.

Compte tenu des contraintes liées au traitement des hologrammes (développement de
I’hologramme principalement) qui rend leur utilisation industrielle difficile, il est envi-
sagé dés 1972 [99] d’abandonner le support argentique de ’hologramme pour une ma-
trice de valeurs discretes. L’idée est de remplacer le procédé enregistrement /reconstruction
analogique par un enregistrement/reconstruction numérique simulant la diffraction
sur le réseau digital enregistré. On parle alors d’holographie "numérique". En pra-
tique, pour des raisons techniques (informatique, microtechnologies), il faut attendre
les années 1990 pour que ’holographie numeérique se concrétise [100].

Dans cette section, nous aborderons dans un premier temps 1’holographie dite "analo-
gique" ou "classique", puis nous nous intéresserons a l’holographie dite "numeérique".
Ces deux parties traiteront de ’enregistrement d’un hologramme ainsi que de la re-
construction de ’onde objet.

IV.1 Holographie analogique

Nous considérons dans cette section la lumiére de maniére ondulatoire puisque
I’holographie est basée sur les principes de diffraction et d’interférences lumineuses.

L’hologramme se définit comme étant le motif interférentiel résultant des interférences
entre deux ondes, une premiére dite "objet" ou "signal" et une seconde appelée "onde
de référence". Ce motif contient l'information, en terme d’amplitude complexe, du
champ objet étudié. Ainsi, il est possible de restituer le champ objet dans son inté-
gralité, amplitude et phase, & partir du support holographique. C’est I'information de
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phase qui, en complétant amplitude, permet de restituer le relief de 'objet, et de
recréer la parallaxe.

Nous allons d’abord étudier le procédé d’enregistrement d’un hologramme puis celui de
restitution hologramme dans une configuration dite "dans ’axe". Aprés avoir pointé
les inconvénients de cette configuration, nous présentons la configuration dite "hors
axe" pour 'enregistrement d’un hologramme.

IV.1.1 Enregistrement d’un hologramme

Pour enregistrer un hologramme qui permette de reconstruire un objet en relief,
lobjet est éclairé et le champ provenant de l'objet est combiné, au niveau du film
photographique, avec un champ de référence provenant de la méme source cohérente

(en général, un laser). Cela produit une figure d’interférences composée de franges
qu’on appelle hologramme.

séparatrice

]
. ’0
lumiére A2 N
-
cohérente ..
I3
‘0

—
v -
——
~—
<] ;
~1—T e

photolggphique

objet

e

Zv

FiG. IV.1 — Dispositif d’enregistrement d’un hologramme.

En holographie analogique, on place un film photographique dans le plan (Z,¥,0)
et on enregistre 'intensité I(x,y,0) résultant de U'interférence entre le champ com-
plexe Eg(z,y,z) = Ag(x,y,z)exp(i.®s(z,y,2)) ,ou Ag(z,y,z) est Pamplitude et
®g(x,y,2) la phase, et une onde de référence Eg(z,y,z) (FigIV.1l) [101]. Ces am-
plitudes complexes s’ajoutent, dans le plan du film photographique, de sorte que
I’intensité prend la forme :

I(l’,y,O) = (ES($aya0) +ER($aya0)) : (ES(x’y’O) +ER($aya0))* (IV]-)

ou * représente le complexe conjugué.
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En développant, on peut décomposer ’'intensité lumineuse en trois termes :

I(ﬂf,y,O) = IS(x)y)0)+IR($aya0)
—|—E§(ﬂj, Y, O)ER($a Y, 0)

ot Is(z,y,0) = |Eg(x,y,0)|* et Ir(z,y,0) = |Er(z,y,0)|*. Les premiers termes cor-
respondent & la somme des intensités diffractées par l'objet, Ig, et par la référence,
IR, dans le plan z = 0. Ces termes, ne contenant pas d’information de phase, ne
permettent pas de reconstruction de 'objet. Par contre, les deux autres termes sont
proportionnels soit au champ signal, soit & son complexe conjugué, et vont étre utiles
pour la reconstruction de ’objet.

Ainsi, I(z,y,0) représente l'intensité lumineuse dans le plan du film photogra-
phique. Lorsque la caractéristique liant la transmission en amplitude en fonction de
I’exposition du support photosensible est linéaire dans la gamme d’intensité d’éclai-
rement utilisée, alors la transmission en amplitude du négatif est proportionnelle a
I'intensité lumineuse regue. Une fois 'exposition achevée, le support photosensible est
développé, généralement par bain chimique, afin d’obtenir un positif appelé "holo-
gramme" codant la phase et 'amplitude de 'onde objet étudié. A la fin du processus
d’enregistrement, la transmittance en chaque point (z,y) de ’hologramme est donc
proportionnelle & intensité I(z,y,0) du diagramme d’interférence engendré par la
superposition des ondes objet et référence.

IV.1.2 Reconstruction holographique

La restitution du champ objet codé dans I’hologramme est fondée sur le prin-
cipe de diffraction de la lumiére. En pratique, I’hologramme porteur de 'information
I(x,y,0) sous la forme de la transmission d’une plaque photographique développée est
illuminé par le champ de référence Er(z,y, z) qu’il diffracte en un champ reconstruit
Ey(x,y,z) (FigIV.2) :

EH(x,y,Z) X (IS(.’IJ,y,O) —i—IR(x,y,O))ER(a:,y,z) ordre 0
+Eg(r,,0).E}(2,9.0) En(e.y,2) ordre +1  (IV.3)
+E;(‘Tay70)'ER(x7y70)'ER(x7y7 Z) ordre -1

Quand observe cette equation, chaque terme a la dimension d’une intensité multipliée
par un champ. L’intensité correspond a l'information enregistrée sur I’hologramme et
peut étre considérée comme un terme multiplicatif du champ.

Quand l'hologramme est illuminé par le champ de référence [102], celui-ci est
diffracté par le réseau de franges du film de maniére & reconstruire le champ objet
d’origine en amplitude et en phase. L’observateur percoit alors un objet virtuel en
3D.

Dans I'Eq.IV.3 :
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objet
virtuel

+
E hologramme

front d'onde
reconstruit
H

\/
\/

Y observateur

FiG. IV.2 — Dispositif de reconstruction holographique.

— Le premier terme, qui correspond & ordre 0 de diffraction, restitue essentielle-
ment ’onde de référence et ne porte aucune information directement utilisable.

— Le deuxiéme terme correspond & 'ordre +1 de diffraction et est proportionnel
a ’onde diffractée par I’objet lors de ’enregistrement & un facteur d’amplitude
Ip = ER.ER prés. C'est ce terme qui correspond a l'objet virtuel en 3D percu
par 'observateur a la position initialement occupée par ’objet. Le facteur d’am-
plitude qui lui est associé peut étre considéré comme un facteur d’amplification
du champ signal.

— Le troisiéme terme correspond & l'ordre -1 de diffraction et donne une image
réelle de 'objet. Spatialement, il est le symétrique de Iobjet virtuel (ordre +1)
par rapport au plan de 'hologramme.

Le terme qui nous intéresse pour reconstruire ’objet virtuel est celui d’ordre +1. Il
faut donc supprimer les termes d’ordres 0 et -1 qui parasitent l'objet dans I'image
reconstruite. Dans une configuration d’enregistrement de ’hologramme telle que celle
présentée Fig.IV.1, les trois ordres de diffraction se superposent. Pour pouvoir séparer
ces ordres de diffraction en vue de ne conserver que 'ordre +1, nous présentons une
configuration d’enregistrement de ’hologramme hors axe.

IV.1.3 Holographie hors axe

Pour que les trois ondes diffractées n’interférent pas les unes avec les autres lors
de la reconstruction de l'objet, E. Leith et J. Upatnieks |98, 103] ont proposé, dés
1962, une configuration expérimentale particuliére oul la direction de propagation de
londe de référence est inclinée d'un angle g par rapport a la direction moyenne de
propagation de l'onde signal. Cette géométrie d’enregistrement d’un hologramme est
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appelée holographie hors axe (Fig.IV.3).

séparatrice
.

-
35
lumiére £
-
cohérente ..
I3
-

fil
photolggphique

v
FiG. IV.3 — Dispositif d’enregistrement hors ’axe d’un hologramme.

Dans l'espace de Fourier, on peut définir une condition angulaire simple de sé-
paration des trois ordres de diffractions. Lors de l'enregistrement, 'onde de réfé-
rence est une onde plane et inclinée de facon & ce que son vecteur d’onde soit égal
a ER = (kRrs,0,kpR.). Cette onde interfére avec l'onde objet dans le plan du film
photographique (z = 0) et peut s’écrire dans ce plan :

Eg(x,y,0) o< Ag.exp(—ikg,) (IV.4)

avec kg, = —kpsin(fr) sa pulsation spatiale suivant ’axe x (Fig.IV.3), correspondant
a une fréquence spatiale ug, = kg, /27.

A la lecture de I'hologramme, 'onde de référence est une onde plane se propageant
dans la direction moyenne de propagation de ’onde signal et peut s’écrire au terme
propagatif preés :

Er(z,y,2z) x Ag (IV.5)

En insérant les expressions IV.4 et IV.5 dans ’eq.IV.3, 'onde diffractée par 1’holo-
gramme devient :

EH(x7y7Z) X AR(ES(x7y7O)E§(x7y7O) +A%%)
+A%.Es(z,y,0). exp(+ikpyz) (IV.6)
+A%.E%(2,y,0). exp(—ikpyz)

Espace virtuel et espace de Fourier

La décomposition en fréquences spatiales E(uy, uy, 2) du champ E(z,y, 2)
se propageant suivant 'axe z est obtenue par transformation de Fou-
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rier [104] du champ suivant les variables = et y :

+00 +00
E(ky, ky, 2) = / /E(w,y,z).exp(—mﬂ(uxx—i—uyy)) dx dy (IV.7)

—00 —O0

ol U = (ug,Uy,u,) est le vecteur des fréquences spatiales et est lié au
vecteur d’onde de propagation du champ k= (kg ky, k2) par la rela-
tion @ = 1_5/ 27. Le champ E(x,y, z) représente alors le coefficient asso-
cié a la décomposition du champ E(um,uy, z) sur la fonction périodique
exp(—i2m(uzx + uyy)) dans lespace des fréquences spatiales. Le champ
E(um,uy,z) est aussi appelé spectre du champ FE(z,y, z). Cette décom-
position est locale au plan z considéré.

De la méme maniére, grace a la transformée de Fourier inverse, le champ
E(z,y,z) peut étre décomposé sur la fonction périodique exp(i2m(uyx +
uyy)) avec E(ug,u,, ) comme coefficient associé :

1 —+o00 400
E(z,y,2) = 2 / /E(ux,uy,z).exp(mﬂ(uxaz+uyy)) dug duy
— 00 —OO

(IV.8)
Grace a ces transformations, pour un plan z donné, le champ E(x,y, z)
peut étre décrit dans I'espace virtuel de propagation (z,y) ou dans I’espace
des fréquences spatiales (ug,u,) aussi appelé espace de Fourier.

Le spectre du champ holographique est obtenu par transformation de Fourier :

En(ug,uy,0) o AR(ESN(ux,uy,O)*E‘g(uw,uy,O)+A%%.5(uw,uy)) ordre 0

+A%%.E~S(um, Uy, 0) * 0(Uy — URy, Uy) ordre +1
+ A% E%(ug, uy, 0) % 6(ug + URy, Uy) ordre —1
(IV.9)

ou * et & sont respectivement le produit de convolution et la fonction de dirac a
deux dimensions. Les trois termes correspondent aux trois ordres diffractés par ’ho-
logramme :

— L’ordre 0 est centré en (0,0) dans l'espace de Fourier et correspond a la partie
du champ holographique non déviée par rapport & la direction du faisceau de
référence qui éclaire ’hologramme.

— L’ordre +1 est centré en (upgy, 0). Il est proportionnel au champ signal et permet
donc la reconstruction de ’objet réel.

— L’ordre -1 est centré en (—upgy,0).

Par définition, la décomposition du champ signal dans I'espace des fréquences est sy-
meétrique et limitée par une fréquence de coupure ug liée notamment & la taille des élé-
ments photosensibles (molécules pour les films photographiques ou pixels pour les ca-
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meéras). Par définition du produit de convolution, le terme Eg(u,, Uy, 0) *Eg(um, Uy, 0)
est limité par une fréquence de coupure 2ug.

ordre +1

Fia. IV.4 — Représentation de EH(ux,uy,O) hors axe dans l'espace des fréquences
spatiales.

La Fig.IV .4 illustre la décomposition dans ’espace des fréquences de Ey(z,y, z) quand
Ihologramme a été enregistré dans une configuration hors axe. Il apparait clairement
que l'onde de référence doit faire un angle fr grand avec ’onde signal pour que le
décalage en fréquence spatiale soit grand et que la séparation physique des différents
ordre de diffraction soit possible. Ainsi, pour séparer ces trois ordres, il faut que, a
Ienregistrement de I’hologramme, la fréquence spatiale de 'onde de référence vérifie
la condition :

lug:| > 3Aug (IV.10)

. . . . . Lo _ kre _ uURy ~
Pour les petits angles, on fait les approximations suivantes : sin(fr) = = = “f= ~ fp
et sin(fg) = k% = “2 x5 fg, avec 205 'angle au sommet du cone angulaire dans

lequel est émis le champ signal Eg(z,y, z) autour de la direction de propagation z. On
obtient alors la valeur minimale de I'angle 0r qui sépare la direction de propagation
de la référence et la direction moyenne de propagation du signal :

|0r| > 305 (IV.11)
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Ainsi, pour une référence plane suffisamment inclinée, on obtient, grace a '’holographie
hors axe, une image virtuelle de l'objet sans aucun recouvrement avec les autres
ondes issues de la relecture de I'’hologramme. Cependant, comme nous le verrons
dans la sous section sur l’holographie numérique (Sec.IV.2), ce type d’holographie
implique d’utiliser un support d’enregistrement ayant une trés bonne résolution dans
la direction d’inclinaison de la référence.

IV.1.4 Conclusion sur I’holographie analogique

Tout au long de la Sec.IV.1, nous avons montré les capacités de 'holographie
analogique pour l'enregistrement et la visualisation d’objets en 3D. Nous avons mis
en avant la configuration hors axe du dispositif expérimental qui permet d’isoler le
front d’onde reconstruit correspondant a I'objet des deux autres ondes diffractées par
I’hologramme lors de la relecture par I'onde de référence.

En holographie analogique le support d’enregistrement de '’hologramme est un film
photographique qui est constitué de fins cristaux photosensibles & base d’argent, dis-
persés dans un gel. La finesse de ces cristaux permet d’avoir une haute résolution lors
de D’enregistrement de I’hologramme, ce qui permet une reconstruction de l'image
virtuelle de I’objet en haute résolution en augmentant la fréquence de coupure. Néan-
moins, ce type de support impose la contrainte expérimentale de devoir développer le
film par différents procédés chimiques.

Afin de se libérer de cette contrainte expérimentale, ralentissant la cadence d’analyse
des images, un nouveau type de support a été proposé : une matrice de pixels. Certes,
la résolution de ce type de support est nettement moins bonne, puisque la taille d’un
pixel est grande devant celle d’un grain d’argent, mais elle apporte d’autres avantages
comme nous allons le montrer dans la Sec.IV.2.

IV.2 Holographie numérique

On parle d’holographie numérique dés que ’on introduit des procédés numériques
dans D'enregistrement et/ou la lecture de I'hologramme. Dés 1967, J.W. Goodman et
R.W. Laurence numérisent des hologrammes enregistrés sur plaque photographique
pour reconstruire numériquement 1’objet [105]. L’holographie numérique prend son
essor a partir de 1994, quand U. Schnars et W. Jiiptner remplacent le film photo-
graphique, jusqu’alors utilisé comme support d’enregistrement, par une caméra CCD
(charge coupled device) [100].

Autrement dit, ’holographie "numeérique" difféere de ’holographie "analogique" telle
que décrite dans la sous-section précédente par les supports d’enregistrement utilisés
et par la mise en oeuvre du procédé de restitution de l'image de l'objet étudié. La
restitution des informations de phase et d’amplitude de I'objet est assurée par la simu-
lation numérique de la diffraction de ’onde de référence sur la matrice "hologramme
numérique".
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Comme en holographie analogique, il est possible d’enregistrer un hologramme
numérique dans ’axe ou hors axe. Quel que soit I'angle € entre les ondes objet et réfé-
rence au niveau du capteur, deux configurations sont envisageables : La configuration
de Fresnel, ou la distance séparant I'objet et le support d’enregistrement est finie, qui
est la plus répandue pour lenregistrement de motifs interférentiels [75,106]; ou bien,
la configuration de Fraunhofer, ot cette distance est rendue infinie grace & une lentille
qui collimate le faisceau diffracté par 1’objet [107]. Dans cette derniére configuration,
I’hologramme est appelé "hologramme de Fourier" puisqu’une simple transformée de
Fourier de la transmittance permet de reconstruire le champ objet.

Par ailleurs, lors de ’enregistrement dans la configuration de Fresnel, la reconstruc-
tion du champ objet se fait par une simulation numérique issue de l'intégrale de
diffraction de Fresnel-Kirchhoff [108]. Cette reconstruction peut étre basée : soit sur
la transformée de Fresnel discréte qui impose des contraintes en terme de bande pas-
sante spatiale sur la distance de reconstruction (le pas d’échantillonnage du champ
objet reconstruit dépend de la distance de reconstruction) ; soit sur un algorithme de
convolution qui présente ’avantage de rendre le pas d’échantillonnage dans le plan
image identique au pas des pixels, c.a.d. indépendant de la distance de reconstruction.

Enfin, en vue de supprimer, lors de la reconstruction, les ordres parasites (0 et -1)
et de ne conserver que l'ordre permettant la reconstruction de l’objet virtuel (+1),
Yamaguchi propose en 1997 d’appliquer les techniques de démodulation de franges
par décalage de phase a I’hologramme numérique [109]. L’idée est que, I’hologramme
étant une composition interférométrique & deux ondes, il est possible d’extraire ’ordre
utile par application d’'un décalage de phase a 'onde de référence. Cette technique
est comparable a la détection synchrone multiplexée présentée Sec.I1.2.

Nous allons d’abord analyser Ueffet de la discrétisation du support d’enregistre-
ment sur ’hologramme et sa restitution. Puis, nous expliquons le principe d’enregistre-
ment et de restitution d’un hologramme enregistré sur un support numérique. Enfin,
nous présenterons deux techniques permettant de supprimer les ordres de diffraction
parasites (0 et -1) en holographie numérique

IV.2.1 Effet de la discrétisation du support d’enregistrement

Comme nous l'avons évoqué précédemment, 'holographie numérique prend ses
origines dans les années 1970, et devient réellement accessible a partir des années
1990.

Comme nous 'avons déja souligné, le principal avantage des supports numeériques est
I’acquisition rapide d’une image sans avoir a passer par un développement chimique, ce
qui représente un gain de temps considérable. Un autre avantage est que ces supports
sont réutilisables une fois les données stockées. Néanmoins, les matrices de pixels
utilisées comme support d’enregistrement offrent une moins bonne résolution que les
supports analogiques.
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La procédure qui consiste & enregistrer un hologramme numérique est semblable & celle
de l'holographie classique (Fig.IV.l) : 'objet diffracte une onde qui interfére avec
une onde de référence dans le plan d’enregistrement. Seul le support photosensible
analogique est remplacé par un capteur numeérique composé de pixels utilisant leffet
photoélectrique. En holographie numérique, non seulement ’hologramme enregistré
se trouve discrétisé spatialement, mais le support numeérique intégre, dans le temps
et dans ’espace, le flux de lumiére recue.

Quelle que soit la technologie utilisée, le support numérique d’enregistrement com-
porte, respectivement aux directions x et y du plan d’enregistrement, N x M pixels
de pas py X py et de dimension A, x Ay, comme illustré Fig.IV.5 [110].

Ax T y
—
AyI
| X
| || || || || Ly Y M
[
pyI
—>
Px
N

FiG. IV.5 — Représentation de la matrice de pixels et de ses différents parameétres.

Du fait de ’extension spatiale des pixels, I'hologramme en un point (z,y, 0) = (kpg, lpy,0)
du plan d’enregistrement peut s’écrire [111] :

kpe+AQs/2 kpy+Ay/2

Ipz’:c(kp:ca lpyy 0) = f f I(/ﬁpx, lpyy 0) dxdy
kpe—Agz/2 kpy—Ay/2 (IVIQ)
“+00 400
= [ [ I(z,y,0).01a, A, (z — kps,y — lpy) dzdy

avec la fonction porte & deux dimensions correspondant & l’extension spatiale d’un
pixel :

AzAy) siz] <A/ 2et |yl < Ay/2

sinon

Ia,a,(@,y) = { (1)/ ( (IV.13)

La fonction porte étant paire, le motif d’interférences enregistré par un pixel situé
aux coordonnées (kps,Ip,,0) est mathématiquement représenté par un produit de
convolution de I'hologramme analogique par la fonction porte d'un pixel :

Iplm(kpw) lpy’ 0) = [I(kp:m lpya 0) * HAI,Ay (kpma lpy)] (kpma lpy) (IV14)
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L’hologramme numérique enregistré comme une image est une juxtaposition, selon
les deux dimensions, de toutes les surfaces d’intégrations correspondant aux différents
pixels. Cette image est mathématiquement représentée par la relation suivante :

N-1M-1

Ium(z,9,0) = Liz(kpa, Ipy,0)0(x — kpg,y — Ipy) (IV.15)
k=0 1=0

La fonction porte due & ’extension spatiale des pixels a donc un effet de lissage, c.a.d.
de filtrage passe-bas sur I’hologramme brut. Ainsi, ’enregistrement d’un hologramme
numérique peut étre qualifié d’enregistrement "basse résolution" par opposition a
Ienregistrement sur un support analogique de type plaque argentique qui est qualifié
de "haute résolution".

Remarque : L’effet de filtrage passe bas de la discrétisation du support d’enregis-
trement ayant €té mis en avant et en vue de simplifier les notations, [’hologramme
numérique enregistré Inym(x,y,0) sera noté par la suite simplement I(x,y,0).

IV.2.2 Principe d’enregistrement et de lecture de I’hologramme

Comme nous 'avons dit précédemment, le dispositif d’enregistrement d’un holo-
gramme numeérique est similaire & celui utilisé en holographie analogique (Fig.IV.1) :
Le champ signal Eg, diffusé par 'objet, interfére avec ’onde de référence Eg ; Le dia-
gramme d’interférence entre les deux ondes I(z,y,0) est enregistré par un détecteur
électronique matriciel comme une caméra CCD. L’'image numérique en trois dimen-
sions de 1’objet est reconstruite par propagation numérique de la lumiére & travers
I’hologramme par le biais de transformations de Fourier (méthode de convolution
standard [75,110,112,113] permettant d’obtenir un pas d’échantillonnage de I'image
reconstruite indépendant de la distance de reconstruction) qui permettent de simuler
la diffraction de 'onde de référence incidente par ’hologramine.

A Taide d’un ordinateur, 'image reconstruite I(z,y,z) est calculée a partir de
’hologramme enregistré I(z,y,0) dans le plan z = 0 du détecteur suivant la méthode
de convolution standard [46, 114].

L’hologramme dans l'espace des fréquences spatiales en z = 0 est obtenu par trans-
formation de Fourier :

I(kz, Ky, 0) = TF[I(z,y,0)] (IV.16)
Il est aisé de calculer I’hologramme dans ’espace de Fourier & une distance z de la
caméra CCD en multipliant I’hologramme en z = 0 (plan du détecteur) par un terme
propagatif :

N 8 k2 + k2
I(ky, ky, 2) = I(ky, ky,0). exp (z p yz) (IV.17)

ou k = 27 /\ est le vecteur d’onde et A la longueur d’onde de la source lumineuse. Le
terme exp (i(k2 + kZ)z/k) décrit la propagation lumineuse du plan z = 0 & un plan
z quelconque : Il correspond & ’équivalent numérique de 'onde de référence.
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L’image reconstruite, correspondant & ’hologramme propagé jusqu’au plan de l'objet,
est alors obtenue par transformation de Fourier inverse :

I(z,y,2) = TF I (ks, ky, 2)] (IV.18)

On obtient ainsi la reconstruction de 'objet dans un plan z donné. Un schéma de
cette procédure est représenté Fig.IV.6.

| (x,y,0) 1 (ke, ky, 0) 1 (ks ky, 20) | (x,y, Z0)
2 2
=8 ={=g==
image 2D

FiG. IV.6 — Reconstruction du champ objet & une distance z = zp & partir d’un
hologramme numeérique enregistré en z = 0.

Pour avoir une image en trois dimensions & partir d'un hologramme, on peut répéter
ce procédé de reconstruction pour tous les plans contenant 'objet (de z; & zy avec un
pas Az) comme illustré Fig.IV.7. Quelle que soit la configuration d’enregistrement,
I'image a deux dimensions reconstruite contient les trois ordres de diffractions. Pour
une distance de reconstruction zg appropriée, il est possible de reconstruire le plan
de l'objet virtuel (ordre +1) de maniére nette. Dans ce cas l'objet réel (ordre -1),
symétrique de l'objet virtuel par rapport au plan de I’hologramme, est "flous". Ainsi,
pour ce zg, 'ordre +1 "net" est parasité par les ordres -1 et 0.

T (ks, ky, z) I (x,y,2)

g e
image 3D

| (Xr YI 0) T (kxl k)’r 0)

z=zi+2Az

Z=Zf

T (ky, ky, z7) I (x,y,2f)

FiGc. IV.7 — Reconstruction d’'une image 3D & partir d’un hologramme numérique.

Remarque : La méthode de convolution standard présentée ici offre [’avantage,
contrairement & la transformée de Fresnel, de conserver un pas d’échantillonnage de
ltmage reconstruite identique & celui de ['tmage acquise puisque, par définition de la
transformée de Fourier, le pas d’échantillonnage est inchangées lors de deux transfor-
mées de Fourier successives.
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IV.2.3 Suppression des ordres de diffraction parasites

Nous présentons ici deux techniques permettant de supprimer les ordres -1 et 0 de
I'image reconstruite en holographie. La premiére consiste a enregistrer ’hologramme
dans une configuration hors axe puis effectuer un filtrage spatial dans I'espace de
Fourier. Pour la deuxiéme technique qui est basée sur une démodulation des franges
d’interférences, il est nécessaire de décaler la phase de ’onde de référence par rapport
a celle du signal.

IV.2.3.1 Holographie numérique hors axe et filtrage spatial

Considérons une acquisition de I’hologramme I(x,y,0) dans une configuration de
Fresnel hors axe (cas le plus fréquent). Pour améliorer la qualité de I'image finale,
nous voulons ne reconstruire que ’onde objet, c.a.d. ne conserver que 'ordre +1 de
diffraction. Pour cela, on commence le processus de reconstruction par la méthode de
convolution standard en effectuant une premiére transformée de Fourier afin d’obtenir
I'hologramme T (kz,ky,0) dans D'espace des fréquences spatiales. Grace a l'enregistre-
ment dans une configuration hors axe, les trois ordres de diffractions ne sont pas
concentriques. Il est alors possible de ne conserver que l'ordre +1 de diffraction et de
filtrer les ordres 0 et -1 dans l’espace des fréquences spatiales suivant deux méthodes :

— En utilisant un masque numérique comme l'ont proposé¢ Cuche et al. [115], on

obtient un hologramme filtré I F(kz, ky,0) par une simple multiplication dans
Pespace de Fourier de I'hologramme I(k,, ky,0) par le masque M (k;, ky), valant
0 en tout point de l'espace des fréquences spatiales sauf dans la zone o se situe
Vordre +1 (voir FigIV.8) :

I (ks, ky, 0) = I(ky, ky, 0). M (g, ky) (IV.19)

M (kx, ky) T, (kx, ky, 0)

+1

Fig. IV.8 — Filtrage spatiale des ordres 0 et -1 de I’hologramme par un masque
numérique dans ’espace de Fourier.

— On peut obtenir ’hologramme filtré Ip(k,, ky,,0) en extrayant de I’hologramme
de Fourier T (kz,ky,0) la zone d’intérét contenant ’ordre +1 par une sélection
de pixels. En général, pour éviter une perte de définition de l'image (voir zéro
padding), lorsqu’on extrait une zone d’intérét pour le filtrage dans 'espace de
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Fourier, la zone sélectionner est placée dans une matrice de zéro de méme di-
mensions que l'image enregistrée. Lorsque l'on place la zone d’intérét au centre
de D'espace de Fourier, la position de 'objet dans I'image reconstruite filtrée en
fonction de la distance de reconstruction implémentée varie peu. Pour supprimer
totalement cette dépendance en position de 'objet reconstruit en fonction de la
distance de reconstruction, il suffit d’ajouter un terme de phase a I (k,, ky,0)
dans ’espace de Fourier compensant le terme de phase di a la différence d’in-
clinaison () des ondes objet et de référence au niveau du capteur.
Ensuite, pour obtenir I'image reconstruite filtrée I(x,y, z) en un plan z donné, ’holo-
gramme filtré I F(kg, ky,0) subit la fin du processus de reconstruction décrit Sec.IV.2.2 :
la propagation numérique dans l'espace de Fourier (eq.IV.17) se fait en multipliant
Ir(kz, Ky, 0) par le terme propagatif exp (i(k2 + k2)z/k) pour obtenir I'hologramme
filtré propagé Ir(ks, ky, ) dans ’espace de Fourier; L’image Ir(z,y,2) dans le plan
objet filtrée, ne contenant que 'ordre +1 de diffraction, est alors obtenue par une
transformation de Fourier inverse afin revenir dans ’espace réel (eq.IV.18).

Remarque : Ces procédés de filtrage dans [’espace de Fourier peuvent aussi bien
s’effectuer avant (c.a.d. sur I(ky,ky,0)) ou apres (c.a.d. sur I(ky, ky,z)) la propa-
gation sur une distance z obtenue par multiplication par le terme de propagation

exp (i(kZ+k2)z/k).

Effet du zéro padding

Le zéro padding consiste & modifier le nombre totale de pixels de l'image en ajou-
tant des pixels fictifs de valeur nulle, ceci ayant pour effet de modifier la définition de
Iimage.

En effet, lors de 'enregistrement, le pas des pixels de 'image I(x,y,0) (N x M pixels)
d’une région de dimensions X X Y est :

AX = X/N suivantz

AY = Y/M suivanty (IV.20)

Apres un zéro padding dans 'espace de Fourier, la matrice fF(km, ky,0) contient L x K
pixels. On effectue ensuite la propagation (Ir(ks, ky, 2)) dans I'espace de Fourier et le
retour dans lespace réel (Ir(z,y, z)) par le biais d’une transformée de Fourier inverse.
Dans le plan reconstruit, la zone imagée a des dimensions identiques a celle de I'image
acquise (X x Y) mais elle est discrétisée sur un nombre de pixels différent (L x K
pixels). Ainsi le nouveau pas des pixels est :

AX,, = X/L suivantz

AY,, = Y/K suivanty (IV.21)

En général, on choisit (L, K) > (N, M) pour améliorer la définition de I'image. Néan-
moins, comme le zéro padding n’apporte pas d’information supplémentaire, la résolu-
tion intrinséque, imposée par le dispositif imageur via le nombre de pixels du détecteur
et leur taille, reste inchangée.
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Un exemple de l'intérét d’augmenter la définition est illustré sur la Fig.IV.9 [116,
117] qui montre I'image d’une piéce de 2 euros reconstruite avec un nombre de points
variable (512, 1024, 2048 et 4096).

Lorsque K = L = 512, on effectue une forte troncature de I’hologramme puisque
le nombre de points conservés est trés inférieur a la matrice initiale (1360 x 1024).
Dans ce cas la résolution diminue et 'image reconstruite semble avoir un moins bon
rapport signal & bruit en raison de l'effet de binning [118|. Lorsque K = L = 1024,
le nombre de points conservés est & peu prés égal a celui fourni par le capteur (1024
contre 1360 suivant x) donc ’échantillonnage de I'image correspond a la résolution
intrinséque donnée par la matrice de pixels d’enregistrement : I'image est "pixelisée".
Pour K = L = 2048, le zéro padding est effectif et le pas d’échantillonnage du plan
image est deux fois plus petit que la résolution ce qui permet de mettre en évidence la
texture fine de 'image. Pour K = L = 4096, le pas d’échantillonnage du plan image
est maintenant quatre fois plus petit que la résolution. La définition du plan image
en est d’autant meilleure mais sa granularité ne varie pas puisqu’elle est imposée par
les dimensions du capteur et son nombre de pixels.

K=L=1024

K=1=40%

i

AEVHRRE T

, .
e

FiG. IV.9 — Effet du zéro padding : Image d’une piéce de 2 euros reconstruite avec un
nombre de points variable (512, 1024, 2048 et 4096).

1V.2.3.2 Décalage de phase de la référence, Détection hétérodyne

Pour ne conserver que l'ordre de diffraction permettant de reconstruire ’objet vir-
tuel (+1), il est nécessaire de pouvoir le discriminer des ordres parasites -1 et 0. Dans
la Sec.IV.2.3.1, nous avons vu que l'ordre +1 se différencie des ordres parasites par
sa position dans l'espace des fréquences spatiales lorsque 'enregistrement de 1’holo-
gramme est effectué dans une configuration hors axe. Ensuite, un simple filtrage dans
I’espace de Fourier permet de supprimer les ordres de diffraction parasites et d’obte-
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nir uniquement 'ordre de diffraction d’intérét dans le plan reconstruit ce qui améliore
grandement la qualité de I'image finale. Ce filtrage dans l’espace des fréquences spa-
tiales est possible uniquement dans le cas d’un enregistrement de I’hologramme dans
une configuration hors axe qui présente l'inconvénient de réduire 'interfrange de la
figure d’interférence dans le plan du capteur. Pour ’holographie numérique o le dé-
tecteur est discrétisé, cela correspond & une perte d’information par le biais d’une
perte de résolution des franges.

Pour éviter cette perte de résolution, un procédé physique ayant un effet variable
suivant lordre de diffraction est envisageable en vue de discriminer les ordres de
diffraction et de ne conserver que l'ordre +1. Ainsi, en 1997, Yamaguchi propose
d’appliquer les techniques de démodulation de franges par décalage de phase a I’ho-
logramme numeérique [109]. L’idée est que, I’hologramme résultant d’une interférence
a deux ondes, il est possible d’extraire l'ordre utile par application d’'un décalage de
phase a ’onde de référence.

D’un point de vue pratique, ce type de filtrage par démodulation de phase des
franges d’interférence est réalisable aussi bien dans une configuration dans ’axe que
hors axe.

La phase de 'onde de référence s’écrivant exp(i(wt — kz)), on peut choisir de moduler
soit la pulsation w soit le chemin optique z. Pour chacun de ces types de modulation
de phase de la référence, nous présentons un dispositif de réalisation de la modulation
fréquemment utilisé et la théorie associée :
— La solution historiquement la plus courante est de moduler le chemin optique
z. Cette technique consiste & placer un miroir monté sur un transducteur pié-
zoélectrique sur le trajet de onde de référence (Fig.IV.10).

PZT mirror

Reference beam

—

Computer

Object

Half-mirror

FiGg. IV.10 — Montage d’holographie & décalage de phase utilisant un miroir monté
sur une platine piézoélectrique (PZT) [111].

Un champ électrique sinusoidal dans le temps est appliqué au matériau qui
se déforme alors et déplace le miroir. Ainsi, le chemin optique parcouru par
I’onde de référence, et donc la phase de cette onde, varie au cours du temps :
exp(—ikAz(t)) avec Az(t) = acos(wmodt)-

L’onde de référence s’écrit alors :

Ermoda = Apr.exp(i(wt —k.(z + Az(t)))

= Ap.exp(i(wt — k.z — k.accos(wpogt))) (IV.22)
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avec «, I'amplitude de la modulation, w4, la pulsation de modulation, w,
la pulsation du laser, et k, le vecteur d’onde de la référence. Pour avoir un
déphasage balayant les valeurs de 0 a 27, 'amplitude de modulation « de la
platine piezo-électrique doit étre de 'ordre de la longueur d’onde (o &~ \). Quant
a la pulsation de modulation, elle est de quelques Hz.

+o00
En considérant le développement en série de Bessel exp(izcos¢) = > i"J,(2). exp(ing)
n=—o00
a lordre 1 (n = 1), Ponde de référence devient :
ERmod = AR.Jl(—k.Oz). exp(i((w + wmod)t —kz+ 7['/2) (IV.23)

Une autre solution pour moduler la phase de la référence, plus récemment déve-
loppée [101,119], consiste & moduler la pulsation optique w de ’onde de référence
a ’aide d’un modulateur acousto-optique (MAO).

Le fonctionnement d’'un MAO, ou cellule de Bragg, est basé sur leffet acousto-
optique qui permet de diffracter et de changer la fréquence de ’onde incidente
par le biais d’une onde ultra sonore se propageant dans un cristal. Le schéma
d’'un MAO est représenté Fig.IV.11 [120] : Une céramique piézoélectrique collée
sur un cristal vibre sous ’effet d’un signal électrique sinusoidal appliqué. Elle
génére ainsi une onde acoustique progressive de pulsation wy,,q dans le cristal.
On peut alors se représenter le cristal comme un ensemble de plans de dilatation
et de compression perpendiculaires a la direction de propagation de ’onde. Ces
plans se déplacent périodiquement et forment un réseau d’indice de réfraction
épais, comparable a un réseau de Bragg [121] en mouvement.

iris
ordre +2
B —
S — _ ordre +1
| e— 4
| — .
S
| — /
— ordre 0
| e—
| —
| —
| —
| e—
—el ordre -1
| —
| e—
| —
ordre -2

Fic. IV.11 — Représentation d’un modulateur acousto-optique.

Les faisceaux diffractés d’ordre m sortent du MAO avec un angle 6 qui dépend
du rapport de la longueur d’onde de la lumiére A sur la longueur d’onde du son
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A [122] -
mA
inf =— V.24
sin < oA > ( )
Par ailleurs, en raison de la variation de position des plans d’indice au cours

du temps, la pulsation lumineuse du faisceau diffracté d’ordre m est translaté
d’une pulsation mw,,.q par effet Doppler [123] :

W — W+ MWmed (IV.25)

Suivant le type de MAQ, la valeur de la pulsation w,,,q varie de quelques dizaines
de MHz a plusieurs centaines de MHz.

En pratique, a 'aide d’un iris, on sélectionne l'ordre +1 diffracté par le MAO
comme nouvelle onde de référence. L’onde de référence s’écrit alors de maniére
comparable au résultat obtenu pour une modulation du chemin optique IV.23 :

ERmod = AR- eXp(i((w + wmod)t - kz) (IV26)

Une fois la phase de la référence modulée, soit par le chemin optique, soit par la
pulsation, pour former I’hologramme, l'onde signal Fg ~ Agexp(iwt) et 'onde de ré-
féerence ERrmod ~ AR.exp(i((w+ wmoq)t) interférent et I'intensité lumineuse résultante
est :

I = (Es+ Eg)(Es+ Eg)*
= Ig+ 1R ordre 0
+Ag. A% exp(—iwmeqt) ordre +1
+ A5 AR. exp(iwmoat) ordre —1

(IV.27)

Ainsi, en modulant la phase de la référence, il est possible de moduler de maniére
différente la phase des trois ordres de diffraction et donc de les discriminer.

Pour annuler les ordres de diffraction parasites -1 et 0 de I'’hologramme et ne
conserver que ’ordre +1 grace & une démodulation des franges par décalage de phase
[109,114], il faut enregistrer un nombre pair M d’hologrammes pour des décalages de
phase de la référence w4t différents, c.a.d. a des instants différents. Plus précisément,
il est nécessaire que 'onde de référence soit décalée d'une phase wpoqt = 5 entre deux
images consécutives et donc que la pulsation de la caméra soit quatre fois plus élevée
que celle du décalage de phase : Wioq = Weamera/4. Avec ces conditions d’acquisitions,
on obtient une série de M images d’indice m =0 & M — 1 définies ainsi :

I, = Is+Ig
+Ag. A% exp(—im7) (IV.28)
+AG. AR. exp(im7)

Soit :
I,, = Ig—+1Ig
+Ag AL (—i)m (IV.29)
—{—AEAR’Lm
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Dans le cas d’'une modulation du chemin optique par le déplacement d’un
mMiroir, wy,eq est de 'ordre de quelques Hertz. Il est donc possible d’ac-
quérir les images & l'aide d’une caméra a la fréquence wegmera = 4Wimod-
Par contre, dans le cas de la pulsation optique par un MAO, wy,q varie
de quelques dizaines & quelques centaines de MHz. Les caméras les plus
rapides ne permettant pas d’acquisition avec une pulsation au dela de
quelques dizaines de Hertz, il n’est pas envisageable d’effectuer une ac-
quisition caméra a une pulsation quatre fois plus élevé que la fréquence
de modulation. On choisit alors de faire une détection hétérodyne, c.a.d.
de transporter l'énergie du spectre vers les basses fréquences (Aw/27)
avant de la détecter. Pour cela, la pulsation optique du faisceau signal
est également translatée a I’aide d’'un MAO d’une pulsation wy,eq + Aw
(FiglV.12). Dans le plan du détecteur, on observe donc un battement de
la figure d’interférences a la pulsation Aw. En choisissant une fréquence
de modulation des franges d’interférences Aw de quelques Hertz, il est
alors possible d’acquérir les images tel que wWeamera = 4Aw.

caméra

battement
aAm

. référence M

signal @O@

\N +1 P e R
MOA2 LASER
M\  Omod + A ——> s%@

FiG. IV.12 — Montage de détection holographique hétérodyne. M : miroir, S : sépara-
trice

Pour obtenir ’hologramme ne contenant que l'ordre +1 de diffraction, les M images

I;;, sont sommées en attribuant & chacune un décalage de phase A¢y, = m3 suivant
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la méthode de la détection synchrone multiplexée (voir Eq.I1.49) :

M-1
I = > im™I,
m=0
M-1
= im(Is + IR) ordre 0
m=0_ (IV30)
+ (+1)™. Ag. A}, ordre +1

(—1)™.Ag.Ar  ordre —1

Ainsi, comme le nombre d’images acquises M est pair, le premier et le troisiéme terme,
correspondant respectivement aux ordres de diffractions 0 et -1, s’annulent lors de la
somme permettant le calcul de 'hologramme 1.

Pour obtenir 'image dans un plan z quelconque, ’hologramme démodulé, ne conte-
nant que l'ordre +1, est soumis au procédé de reconstruction par la méthode de
convolution standard décrite Sec.IV.2.2 par les équations IV.16 4 IV.18 : I est soumis
a une transformation de Fourier, puis multiplié par un terme de phase propagatif, et
enfin soumis & une transformée de Fourier inverse pour obtenir le plan reconstruit
dans ’espace réel.

IV.2.3.3 Bruit des deux techniques et conclusion

Nous avons présenté deux techniques (filtrage spatial dans une géométrie hors
axe et décalage en phase) permettant de supprimer les ordres de diffractions indési-
rables lors de la reconstruction d’un hologramme numérique. En pratique, ces deux
techniques présentent des défauts :

— Le filtrage spatial en holographie hors axe ne permet pas de supprimer la to-
talité des ondes diffractées d’ordre 0 et -1. En effet, dans ’espace de Fourier,
les différents ordres de diffraction sont centrés en différentes position et ont une
extension spatiale infinie car, en pratique, 'onde de référence n’est pas parfai-
tement plane. Aprés le filtrage spatiale, il persiste une faible partie de ’ordre -1
et une partie relativement importante de l’ordre 0.

— Pour I'holographie décalée en phase ou filtrage temporel, la moindre variation de
phase non désirée lors de ’acquisition, pouvant étre provoquée par une vibration
du dispositif expérimental par exemple, rend le calcul de I’eq.IV.30 moins effi-
cace. Le premier et le troisiéme terme correspondant respectivement aux ordres
de diffraction 0 et -1 ne sont plus parfaitement nuls.

Comme nous ’avons montré dans [114], la solution optimale est de combiner le filtrage
spatial et le filtrage temporel. D’une part, le décalage en phase permet de réduire de
maniére trés significative amplitude des ordres 0 et -1; et, d’autre part, le filtrage
spatial permet d’annuler complétement les ordres 0 et -1 dans les régions de 1’espace
de Fourier ou leurs amplitudes sont maximales.
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En vue d’optimiser la qualité des images reconstruites, pour nos expériences, nous
avons choisi un montage combinant les deux techniques de filtrage dans ’espace et
dans le temps. Nous appelons ce dispositif "holographie numérique hétérodyne hors

axe".

IV.2.4 Conclusion sur I’holographie numérique

Dans cette section, nous avons présenté I’holographie numérique en montrant que
la discrétisation du support d’enregistrement entraine une perte de résolution par
intégration spatiale du signal équivalente & un filtrage passe bas. En holographie nu-
mérique, le principe d’enregistrement d’un hologramme est le méme qu’en holographie
classique, seule la reconstruction de 1’objet virtuel différe. Pour reconstruire le plan
image, nous avons présenté en détail la méthode de convolution standard. Cette mé-
thode offre la possibilité de visualiser l'objet virtuel en volume par reconstruction
de plans images adjacents (matrices) et assemblage de ces matrices en un cube de
données contenant ’objet en trois dimensions. Enfin, nous avons montré comment
supprimer les ordres de diffraction parasites lors de la reconstruction du plan image
de deux maniéres différentes : La premiére technique est basée sur un filtrage spatial
dans l’espace de Fourier alors que la deuxiéme consiste & décaler physiquement la
phase de 'onde de référence en vue de créer un battement de ’hologramme dans le
plan du détecteur et d’effectuer une démodulation des franges d’interférences a ’aide
de la méthode de détection synchrone multiplexée.

IV.3 Conclusion

Dans ce chapitre, dans un premier temps, dans le cadre de ’holographie analo-
gique, nous avons détaillé les principes d’enregistrement et de reconstruction d’un
hologramme basés sur 'interférométrie et la diffraction de la lumiére. Nous avons
montré que ces procédés donnaient la possibilité d’enregistrer et de restituer en vo-
lume les informations lumineuses concernant l'objet imagé. Par la suite, nous avons
exposé la technique d’enregistrement de I’hologramme hors axe permettant de sépa-
rer physiquement les trois ordres de diffraction produits lors de la reconstruction de
I’objet virtuelle.

Dans une deuxiéme partie, nous avons introduit ’holographie numérique permettant
une fréquence d’acquisition bien plus élevée que I’holographie analogique. Nous avons
ensuite exposé le principe de restitution de ’hologramme par la méthode de convo-
lution standard basée sur une propagation numeérique de la lumiére dans l'espace de
Fourier par la multiplication de '’hologramme par un terme de phase. Enfin, en vue de
filtrer les ordres de diffraction parasites (-1 et 0), nous avons détaillé deux techniques :
I"une basée sur le filtrage spatial de I'ordre +1 dans ’espace de Fourier combiné & un
enregistrement de ’hologramme numérique hors axe; l'autre permettant de modu-
ler la figure d’interférence dans le plan du capteur par décalage de phase de 'onde
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de référence et d’effectuer ainsi une détection hétérodyne. Nous sommes arrivés a la
conclusion que, pour supprimer au mieux les ordres de diffraction parasites, la solution
la plus efficaces est de combiné les deux techniques de filtrage spatial et de détection
hétérodyne.
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Chapitre V

Imagerie 3D de nanoparticules d’or
par holographie numérique
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Nous choisissons maintenant de développer un instrument permettant basé sur
le principe de I’holographie afin de faire de l'imagerie rapide en trois dimensions
d’échantillons de nanoparticules.
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Par ailleurs, différentes techniques de détection interférométriques de nano objets
[27,37-40,44] ont vue le jour récemment, tirant avantage en terme de rapport signal a
bruit (RSB) des interférences entre la lumiére diffusée par les particules et la lumiére
incidente, sont apparues. En effet, en interféromeétrie le signal détecté par le capteur
est proportionnel au champ diffusé par la particule (variant en d?), alors qu'il est
proportionnel & son intensité (variant en d°) en en microscopie conventionnelle. Ainsi,
pour les techniques interférométriques, le signal est proportionnel au volume de la
particule et non plus & son volume au carré.

Généralement, les dispositifs interférométriques sont combinés & des systémes de per-
turbations de phase engendrées par une modulation spatiale [34,124] ou photother-
mique [36]. Grace aux interférences, ces perturbations de phase sont traduites en va-
riation d’intensité. L’interférométrie n’utilisant qu’un seul faisceau incident, fréquem-
ment usitée, a été suggéré pour la premiére fois par Batchelder et Taubenblatt [125]
et peut étre réalisée aussi bien dans une configuration en réflexion qu’en transmission.
Ce type de dispositif contraint & 'utilisation d’un détecteur unique qui balaye point
a point ’échantillon. Le bruit temporel de la lumiére incidente est alors converti en
bruit spatial dans I'image [44]. Pour éviter ce probléme nous proposons une détection
interférométrique plein champ.

Apres avoir développé la théorie sur I’holographie hétérodyne hors axe dans le cha-
pitre précédent, nous montrons ici son application dans le cadre de la détection de
nanoparticules d’or. Ainsi, nous présentons le dispositif expérimental, nous analysons
les images en volume obtenues et nous définissons les avantages et les limites de cette
technique. Comme l'imagerie photothermique hétérodyne (IPH) présente une grande
sensibilité et une trés bonne sélectivité vis & vis des particules d’or, dans une seconde
section, nous nous proposons de coupler cette technique avec I’holographie hétérodyne
hors axe pour faire de I'imagerie ultra sensible et sélective en volume de nanoparti-
cules. Pour cela, nous introduisons l’effet photothermique puis nous présentons le
dispositif expérimental d’holographie photothermique. Ensuite, nous comparons les
caractéristiques d’images en volume de particules de 50 nm acquises en holographie
photothermique et non photothermique. Enfin nous évaluons les performances de ce
dispositif en le comparant & I'TPH.

V.1 Imagerie 3D de nanoparticules en holographie numé-
rique hétérodyne hors axe

Dans cette section, nous appliquons les principes d’holographie numérique hétérodyne
hors axe, développés au chapitre précédent, & la détection en volume de nanoparticules
d’or. En vue d’intégrer le dispositif d’holographie hétérodyne hors axe dans un mi-
croscope pour permettre une visualisation directe des échantillons, nous avons choisi
une configuration d’enregistrement holographique de Fresnel [75,106] plutot que de
Fraunhofer [107| car celle-ci ne nécessite pas de modification interne du microscope.
Pour optimiser la sensibilité et la précision de I’holographie, nous avons choisi de faire
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de I’holographie hétérodyne hors axe qui permet une suppression efficace des ordres
de diffraction parasites [46,126], comme nous l’avons vu & la Sec.IV.2.3. Pour avoir un
pas d’échantillonnage, dans le plan reconstruit, indépendant de la distance de recons-
truction nous avons choisi de reconstruire nos images par la méthode de convolution
standard plutdt que la transformée de Fresnel.

Nous présentons d’abord le dispositif expérimental de maniére détaillée, puis un ho-
logramme de particules de 200 nm est reconstruit pas a pas dans plusieurs plans. Le
diagramme de diffusion en trois dimensions de la particule ainsi obtenu est analysé.
Enfin, les performances du dispositif d’holographie numérique hétérodyne hors axe
sont évaluées, d’'une part en mettant en avant ses avantages par rapport & la micro-
scopie classique et d’autre part en déterminant ses limites en terme de sensibilité.

V.1.1 Schéma et principe de 'instrument

Nous voulons imager des distributions de particules d’or. L’échantillon étudié est
constitué d’une fine couche de nanoparticules d’or (de 50 & 200nm de diamétre)
immobilisées dans une matrice d’alcool polyvinyle (PVA) étalée par spin coating sur
une lame de verre de méme nature que ceux utilisé Chap.III (voir description détaillée
Annexe V.3).

référence

(&)

LT

= Al
pr777;

+1 80MHz + Af

FiG. V.1 — Dispositif expérimental d’holographie numérique hétérodyne hors axe.
CSP : cube séparateur de polarisation ; MAO : modulateur acousto-optique; Al, A2 :
atténuateurs; M : miroir; LT : lentille de tube; CS : cube séparateur.
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V.1.1.1 Ajustement en puissance des ondes signal et de référence

Pour former un interféromeétre de Mach Zehnder [127] avec une répartition de
puissance controlable entre les bras référence (champ FEg) et objet (champ FEg), le
faisceau laser principal Ep, est polarisé linéairement suivant un axe ajustable par une
lame demi-onde (\/2), puis divisé en deux par un cube séparateur de polarisation
(CSP). L’orientation de la polarisation de Ej permet donc d’ajuster la répartition
de puissance entre les faisceaux référence et objet, présentant alors des polarisations
perpendiculaires. Pour pouvoir interférer, ces deux polarisations sont ensuite rendues
colinéaires & ’aide d’une seconde lame /2 insérée dans le bras objet. Les atténua-
teurs Al et A2 placés dans chaque bras permettent un controle supplémentaire de la
puissance optique de chaque faisceau.

V.1.1.2 Holographie

Le dispositif expérimental, présenté Fig.V.1, est constitué d’un systéme d’holo-
graphie numérique utilisant une illumination laser de 50 mW a A = 532nm intégré
dans un microscope optique. Nous choisissons une configuration d’enregistrement de
Fresnel, ou la distance séparant ’objet et le support d’enregistrement est finie, car
elle s’adapte bien a l'intégration du dispositif d’holographie dans un microscope.

Comme pour tout montage d’holographie, les ondes signal et référence interférent dans
le plan de I’élément photosensible. Ici, le capteur utilisé est une caméra CCD (Charge
Coupled Device, PCO pixelfly QE camera, 1392 x 1024 pixels carrés de 6,7 um de
cOté) qui acquiert les images a la fréquence foop = 12Hz.

Avant d’atteindre la camera, le faisceau de référence (champ ER) est élargi par un
étendeur de faisceau pour former une onde plane qui couvre la totalité de la surface
du capteur de maniére homogene.

L’échantillon est illuminé dans une configuration de réflexion totale interne (RTT) [24]
pour éviter de collecter la lumiére directe et obtenir ainsi une image de type fond noir :
Un champ évanescent est présent a la surface de I’échantillon couplé au prisme de ré-
flexion totale interne par une huile d’indice afin d’assurer une bonne transmission
de la lumiére & l'interface. La présence de particules dans le PVA perturbe la RTI
a l'interface PVA-air ce qui engendre une conversion du champ évanescent en onde
progressive (champ FEg). Cette onde objet est alors collectée par un objectif de mi-
croscope (grandissement x60, ON=0,9, air) puis envoyée vers la caméra CCD pour
interférer avec ’onde de référence.

Remarque : Le dispositif d’illumination en réflezion totale interne utilisant un prisme
n’avait pas été implémenté sur linstrument basé sur une modulation spatial de [’échan-
tillon pour des raisons techniques de matériel manguant, lillumination en lumiére
guidée utilisant le méme principe.
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V.1.1.3 Configuration hors axe et filtrage spatial dans 1’espace de Fourier

Le dispositif d’holographie utilisé présente une configuration hors axe. En effet, les
directions principales de propagation des champs objet Eg et référence Ep forment
un angle 8 ~ 1° dans le plan du détecteur matriciel ou ils interférent. Comme nous
I’avons vu Sec.IV.2.3.1, ce type de configuration permet un filtrage spatial des ordres
de diffraction parasites dans ’espace de Fourier lors de la reconstruction.

V.1.1.4 Modulation de la figure d’interférence et détection synchrone
multiplexée

Afin de moduler la figure d’interférence dans le plan du capteur et faire une dé-
tection hétérodyne du signal, la fréquence optique des deux faisceaux est décalée
autour de 80 MHz par deux modulateurs acousto-optiques (MAO1 et MAO2) pilo-
tés par deux générateurs radio fréquences (RF) fournissant des ondes sinusoidales de
fréquences respectives farao1 = 80MHz et fara02 = 80 MHz + Af. Ces deux géné-
rateurs RF ont une horloge commune pour éviter les dérives de phases entre les deux
MAQO. En effet, de telles dérives diminueraient grandement ’efficacité de ’annulation
des signaux parasites permise par la détection hétérodyne [119)].

Pour effectuer la démodulation de I’hologramme présentée Sec.IV.2.3.2, la caméra
acquiert quatre images par période de modulation de la figure d’interférences. Ainsi,
la fréquence d’acquisition de la caméra étant fopp = 12Hz, le décalage relatif des
fréquences optiques des ondes signal et référence est Af = foop/4 = 3Hz.

Cette technique utilisant une détection synchrone multiplexée, encore appelée détec-
tion 4 phases, permet d’annuler tous les signaux parasites ne variant pas a la fréquence
de modulation, et notamment les composantes continues du bruit dues aux inhomo-
généites d’illumination (interférences dans les optiques du microscope) et aux défauts
de la caméra (pixels défectueux, par exemple).

V.1.1.5 Utilité de la défocalisation de ’onde signal

En pratique, l'onde signal est défocalisée : 'hologramme est enregistré hors du
plan de l'objet & imager de fagon & étaler le signal correspondant & un objet sur un
grand nombre de pixels. Ainsi, on s’affranchit d’une partie du bruit technique lié a la
caméra (pixels défectueux, par exemple). De plus, comme la quantité de signal par
pixel est plus faible, 'amplitude de 'onde de référence peut étre augmentée pour que
I'intensité lumineuse totale I arrivant sur la cameéra atteigne une valeur légeérement
en dessous de la limite de saturation.

L’intensité lumineuse enregistrée par la caméra, décrite en Sec.IV.1.1, est :

I = (Is+Ir) + (Bs.ER) + (E§.ER)
ordre 0 ordre +1 ordre -1
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Le champ signal Fg, contenu dans le terme objet (ordre +1), est multiplié par le
facteur E}, qui correspond alors & un facteur d’amplification du signal. Ainsi, en
défocalisant ’objet & imager, il est possible d’augmenter "amplitude de 'onde de
référence pour utiliser toute la dynamique de la caméra et par la-méme d’accroitre le
gain holographique Ep.

V.1.2 Etude de la reconstruction d’une image

Nous avis acquis N images I,,, sur N/4 périodes de battement de I’hologramme.
Comme nous l'avons vu Sec.IV.2.3.2, pour démoduler cet hologramme, il suffit de
sommer les images en leur affectant un coefficient de phase approprié¢ (Eq.IV.30) :

I(z,y,0) =Y iy (V.2)

Un hologramme démodulé de particules de 200 nm de diameétre est représenté Fig.V.2
pour N = 128. Pour cette mesure, les particules sont en dehors du plan focal du
microscope et 'intensité lumineuse provenant d’une particule est étalée sur un grand
nombre de pixels (anneaux de diffraction).

espace réel

FiG. V.2 — Hologramme hétérodyne démodulé dans ’espace réel enregistré hors du
plan des particules (|I(z,y,0)|?) représenté en intensité (échelle logarithmique).

Une fois démodulé, 'hologramme est reconstruit a l’aide de la méthode de convolu-
tion standard que nous avons exposée Sec.IV.2.2. Contrairement a la transformeée de
Fresnel, cette technique de reconstruction permet d’obtenir un pas d’échantillonnage
spatial indépendant de la distance de reconstruction dans le plan reconstruit.

La méthode de convolution standard consiste & simuler la propagation de la lumiére
dans 'espace de Fourier. Pour cela, I'hologramme dans l'espace des fréquences spa-
tiales I(ky,ky,0) est calculé numériquement & l’aide d’une transformée de Fourier
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discréte & deux dimensions. Comme ’hologramme est enregistré dans une configura-
tion hors axe, les résidus des ordres de diffraction parasites subsistant aprés la dé-
modulation sont supprimés par filtrage spatial. Nous obtenons ainsi un hologramme
de Fourier filtre T (kg,ky,0) & partir duquel la lumiére est propagée numeériquement
dans 'espace de Fourier jusqu’a la distance de reconstruction z désirée. Pour ce faire,
chaque pixel de ’hologramime filtré I (kg,ky,0) est multiplié par le terme de phase :

k2 + k2
exp (z k yz) (V.3)

Ce terme de phase est calculé pour chacune des valeurs pertinentes de k; et k, (pour
z et k donnés) et correspond donc & une matrice & deux dimensions de mémes di-
mensions que I (kg, ky,0). Enfin, I'image reconstruite dans l’espace réel I(x,y, z) est
obtenue en effectuant une transformée de Fourier discréte inverse & deux dimensions
de I’hologramme propagé filtré I(ky, ky, 2).

Dans cette sous section, nous détaillons les étapes du procédé de reconstruction
en les étayant par des résultats expérimentaux.

V.1.2.1 Analyse de I’image dans ’espace de Fourier

L’hologramme en intensité dans I'espace de Fourier |I(ky, ky,0)|? est représenté
Fig.V.3 en échelle logarithmique.

espace de Fourier

FiG. V.3 — Transformée de Fourier 2D de ’hologramme (|1 (k, k,,0)|?) représentée en
intensité suivant une échelle logarithmique arbitraire. Les fléches -1, 0 et 1 désignent
les différents ordres de diffraction contenus dans I’hologramme démodulé..

Comme ’onde de référence ERr est plane et paralléle au plan du détecteur, sa
transformée de Fourier (ordre 0), située au centre de I'espace des fréquences spatiales
en (kg,ky) ~ (0,0) (fleche 0), se présente sous la forme d’une tache peu étendue. L’ho-
logramme ayant été enregistré dans une configuration hors axe, les ordres +1 (fleche
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+1) et -1 (fleche -1) sont décentrés et leur position peut étre ajustée en modifiant
l’angle 6 entre les faisceaux objet et référence. Dans la mesure oil ces deux ordres de
diffraction portent une information spatialement riche, ils sont plus étendus que la
référence. Ils présentent une symétrie circulaire dont ’extension spatiale correspond
au cone de vecteurs d’onde que de 'objectif de microscope, d’ouverture numérique
donnée, est capable de collecter.

En théorie (Sec.IV.2.3.2), aprés la démodulation, les ordres de diffraction parasites
0 et -1 sont nuls et seul 'ordre +1 est non nul ce qui permet de ne reconstruire que
I'objet virtuel, améliorant ainsi la qualité de l'image finale. Cependant, comme on
peut le voir Fig.V.3, les ordres 0 ((/s + Ig), fleche 0) et -1 ((E%.Eg), fleche -1)
persistent. Cela est dii aux trés légéres mouvements du dispositif expérimental ou de
I’échantillon et aux variations aléatoires d’intensité d’émission de la source laser. La
variation d’intensité de la source lumineuse se répercute aussi bien sur le bras référence
que sur le bras objet. En raison de la faiblesse de 'intensité lumineuse diffusée par des
nanoparticules et de 'ajustement du gain holographique par le biais de l'intensité de la
référence, dans le plan du détecteur, 'onde de référence a une intensité bien plus élevée
que celle du signal. Ainsi, les variations d’amplitude de la référence sont plus grandes
que celles du signal, ce qui explique d’une part que l'intensité résiduelle | Eg|? (ordre 0)
soit nettement plus importante que celle de I'ordre -1 ((E§.ER)) et d’autre part que le
terme |Es|?, qui devrait apparaitre sous la forme d’un disque centré dans l’espace de
Fourier, ne soit pas visible. La quasi absence de ce terme direct est d’ailleurs une bonne
illustration du fort gain permis par 'amplification interférométrique. Enfin, grace a
la détection hétérodyne et a la démodulation de I’hologramme, 'ordre +1 ((Eg.E%),
fleche +1), signal pertinent permettant la reconstruction de l'image virtuelle, est trés
intense comparé l'ordre -1.

Sur la Fig.V.3, on observe également un signal parasite en croix sur les axes k; = 0
et ky, = 0. Ce signal parasite dans I’espace de Fourier est dii en partie aux dimensions
finies du capteur qui engendrent un fenétrage spatial du signal : La matrice CCD ne
capte les ondes signal et référence que sur une partie restreinte de ’espace. Soient
Int(x,y) et Intfen(x,y) Uintensité de la lumiére dans tout I'espace et celle reque par
le capteur. Dans I’espace réel, la relation qui lie ces deux quantités est :

Intfen (v, y) = Int(z,y).Fen(z,y); (V.4)

ou la fonction Fen(x,y) vaut 1 sur la surface du capteur et est nulle ailleurs. Elle
définit les dimensions du capteur de longueur L, et de largeur L, :

Fen(z,y) =1, 1, (x,y) (V.5)

Zx ZJ
27 2

Ainsi, dans 'espace de Fourier, 'intensité lumineuse fenétrée Int e, (kz, kyy) = TF[Int fen (7, y)]
est :

Int fe, (ke ky) = Int(ky, ky) ® Fen(ky, k) (V.6)
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ou ® est le produit de convolution et la fenétre spatiale dans ’espace de Fourier
Fen(ky, k,) est définie par :

Fen(ky, k,) = LyLy sing(mk;Ly) sing(rk,L,) (V.7)

L’allure de la transformée de Fourier de la fenétre est représenté Fig.V.4. L'effet du
fenétrage spatial di aux dimensions finies du capteur se traduit par un signal en croix,
plus intense au centre, suivant les axes k; = 0 et k, = 0 dans ’espace de Fourier.

FiG. V.4 — Effet du fenétrage spatial lié aux dimensions du capteur dans I’espace de
Fourier (échelle logarithmique).

Le signal parasite en croix dépend donc des dimensions du capteur mais aussi du bruit
de lecture pixel a pixel. Suivant les mesures, 'intensité relative de ce signal parasite
varie par rapport a celle des trois ordres diffractés par I’hologramme. Par conséquent,
il apparait plus ou moins intense d’'une mesure a ’autre.

Enfin, nous remarquons la présence de signaux parasites dans les deuxiéme et
quatriéme quadrants de l'image Fig.V.3 (fleches p). Ceux-ci sont liés a la présence de
franges parasites dans I’hologramme I(x,y,0), fréquent en imagerie cohérente lorsque
se produisent des réflexions parasites dans le dispositif expérimental.

V.1.2.2 Filtrage spatial et zero padding

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que, malgré la détection hétérodyne
et la démodulation, des signaux parasites, tels que des résidus de la référence (0) et
de I'image réelle (-1), ainsi que les réflexions parasites dans le montage et le signal
"en croix", persistent. Néanmoins, comme nous allons le voir dans cette section, la
contribution de ces signaux parasites bien localisés dans l'espace de Fourier peut étre
grandement diminuée grace a un filtrage spatial.

En vue de sélectionner I'image virtuelle du 1¢" ordre et de supprimer totalement
les ordres -1 et 0, ’hologramme I (kz, ky,0) est filtré spatialement dans l’espace de
Fourier, comme nous ’avons expliqué Sec.IV.2.3.1. Ainsi, dans la matrice 1392 x 1024
de 'espace des fréquences spatiales |.f (kg ky, 2z = |2, une région d’intérét centrée sur
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espace de Fourier
zéro padding

espace de Fourier

FiG. V.5 — Transformée de Fourier 2D de ’hologramme (|1 (k, k,,0)|?) représentée en
échelle logarithmique(a). Filtrage spatial de la zone encadrée en (a) et zero padding
dans Pespace des fréquences spatiales (|Ip(ks, ky,0)[%) (b).

lordre +1 (zone encadrée en pointille Fig.V.5 (a)) est sélectionnée puis copiée au
centre d’une matrice nulle 512 x 512 (zero padding) comme on peut le voir Fig.V.5
(b). Remarquons que cette sélection est possible grace a la configuration hors axe qui
excentre I'image virtuelle dans ’espace des fréquences spatiales. En pratique, I'intérét
du zero padding est de placer la zone sélectionnée dans une matrice dont les dimen-
sions en nombre de pixels sont des puissances de 2, ce qui rend le calcul numérique
des transformées de Fourier discrétes beaucoup plus rapide. Dans ce cas précis, le
zero padding a également pour effet de réduire la résolution de 'image reconstruite
puisque le nombre de points de la matrice de zero padding est inférieur & celui de
la matrice d’acquisition (voir Sec.IV.2.3.1). Pour la détection d’objets sub-longueur
d’onde telles que les nanoparticules, cette perte de résolution est peu importante
puisque la principale limitation dans I'imagerie de nano-objets est la diffraction op-
tique et non ’échantillonnage par le capteur. Pour éviter cette perte de résolution, il
faudrait insérer la zone sélectionnée dans une matrice de zero padding de plus grandes
dimensions, au prix d’un temps de calcul accru.

Enfin, la translation de ’ordre +1 au centre du domaine des fréquences spatiales
permet de placer I'image virtuelle au centre de I'image reconstruite. Malgré le centrage
de l'ordre +1 dans l'espace de Fourier, on observe une translation des objets dans
Iimage reconstruite en fonction de la distance de reconstruction. Il s’agit d’un effet
indésirable lié & la configuration d’enregistrement hors axe qui peut étre supprimé en
multipliant ’hologramme dans 1’espace réel, avant reconstruction, par un terme de
phase compensant la variation de chemin optique de 'onde signal en fonction de la
position sur la matrice de pixels. En effet, ’onde signal est inclinée d’un angle 6 par
rapport a ’onde de référence se propageant suivant ’axe z. Dans le plan du capteur
(z,y), expression du déphasage de 'onde signal di a la différence de chemin optique
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FiG. V.6 — Représentation de ’angle 6 entre les ondes signal et référence et de ses
projections 6, et 6, sur les plans (x,2) et (y, z) respectivement.

est :
exp (—i?[sin(%)x) + sin(Qy)y]) (V.8)

ou 0, et 8, sont respectivement les angles que forment 1’onde signal avec I’axe z dans
les plans (z,z) et (y,z) (voir Fig.V.6). Ainsi, en multipliant I'image dans l’espace
réelle par le terme de phase opposé exp (+i2Z[sin(0,)z) + sin(6,)y]), on compense les
variations de chemin optique et, lorsqu’on reconstruit 'image propagée, on n’observe
plus de translation des objets dans 'image en fonction de la distance de reconstruction.
Remarque : Les angles 0, et 0, sont déterminés a l’aide de la formule des interférences
sin(f,) = % en mesurant les interfranges i, et iy, de la figure d’interférence (espace
réel) suivant les azes x et y respectivement.

V.1.3 Etude du diagramme de diffusion en volume d’une particule
de 200 nm

Comme nous 'avons vu a la fin de la Sec.IV.2.2, pour reconstruire un objet en
trois dimensions & partir d’un hologramme numérique, il suffit de reconstruire le plan
image pour différentes distances de reconstruction. Nous avons effectué ce processus
pour observer le diagramme de diffusion d’une particule de 200 nm en trois dimension.

Nous présentons d’abord une zone d’intérét centrée sur une particule 200 nm sélec-
tionnée dans les images reconstruites dans plusieurs plans transverses d’intérét pour
les distances de reconstruction z = (—22,—20,—17,—-8,0,8) um Fig.V.7.

En reconstruisant numériquement les images dans un grand nombre de plans trans-
verses, on peut reconstituer une image en volume du champ diffusé par la particule
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FiG. V.7 — Images reconstruites d’'une particule de 200nm & différentes positions
axiales : z = —22pum (a), z = =20 um (b), z = —17pum (¢), z = —8 um (d), z = 0 um
(e) et z = 8 um (f). Les barres d’échelle correspondent a 5 pum. Les images reconstruites
sont représentées en intensité suivant une échelle logarithmique arbitraire.

(Fig.V.8 (a)) a partir de l'acquisition d’un hologramme unique. Nous avons ainsi
acceés & son diagramme de diffusion en 3 dimensions par U'intermédiaire de coupes
longitudinales (Fig.V.8 (b)).

@, —* (b)

coupe(x,z)

FiG. V.8 — Obtention d’une image en volume & partir de reconstructions dans diffé-
rents plan transverses (a). Coupe longitudinale de 'image en volume (b)

Le profil et la coupe longitudinale dans le plan de la bille sont extraits de 'image
reconstruite en 3 dimensions et sont représentés Fig.V.9.

Nous observons un signal asymétrique suivant z de largeur & mi-hauteur 7 pm et
formant des anneaux dans le plan (z,y). De tels anneaux ont été observés dans le cas
d’émission de lumiére par des quantum dots [128,129] via des acquisitions successives.
Pour une étude plus quantitative de cet effet, on pourra se référé a [126,130].

Cette figure nous rappelle la PSF du dispositif que nous avons présentée Sec.I1.1.3
et dont nous rappelons l'allure Fig.V.10. Cependant, il est important de noter que
I’extension axiale de ces deux images n’est pas du tout comparable : 47 ym pour la
particule de 200nm et moins d’un micron pour la PSF.
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_plan
focal

Fic. V.9 — Image reconstruite en intensité dans le plan axial suivant une échelle
logarithmique (a). Profil moyenné sur 10 pixels en échelle linéaire (b). La profondeur
axiale varie de z = —29 & 16 um avec un pas axial de 250nm, les barres d’échelle
représentant 5 pm.

JSE AN

F1G. V.10 — PSF en trois dimensions : Représentation dans le plan (z,z) avec des
coupes dans le plan (z,y) pour différentes altitudes z [131].

Si on considére que notre dispositif optique est dépourvu d’aberrations, la coupe axiale
d’une particule devrait étre symétrique par rapport au plan focal, ce qui n’est pas le
cas Fig.V.9. En effet, le demi espace situé sous le plan de focalisation est constitué de
PVA et de verre d’indices optiques proches, environ 1,5. Il y a donc continuité d’indice
optique sur la profondeur imagée et la coupe axiale de la particule est identique a la
réponse axiale du microscope. Par contre, dans le demi espace situé au dessus du plan
focal se trouve l'interface entre le PVA et l’air, d’indice optique = 1. Ici, la rupture
d’indice optique est forte, ce qui explique que la coupe axiale de I'image de la particule
ne soit pas identique a la réponse axiale du microscope.

V.1.4 Performances du dispositif

Nous allons montrer expérimentalement l'intérét de ’hétérodynage et du filtrage
spatial que nous avons présenté Sec.IV.2.3.2 et Sec.IV.2.3.1 respectivement.Puis, nous
comparons des images de particules de 200 nm en holographie et en microscopie clas-
sique afin de mettre en avant les apports de la microscopie holographique hétérodyne
hors axe. Puis, nous évaluons la limite de sensibilité de ce dispositif en imageant des
particules de 200, 100 et 50 nm.
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V.1.4.1 De l’intérét de la modulation de la figure d’interférence

Nous allons comparer les résultats obtenus pour des hologrammes enregistrés avec
ou sans hétérodynage en vue de montrer expérimentalement ’apport de cette dispo-
sition.

sans hétérodynage avec hétérodynage
(a) ' b (b)

18 14
12
10

x104
10

N~ O

FiG. V.11 — Espaces de Fourier associés aux hologrammes 1-phase (a) et 4-phases
(b) représentés en échelle logarithmique. Hologrammes reconstruits 1-phase (c) et 4-
phases (d) pour une distance de reconstruction z = 0,1 um représentés en échelle
linéaire. Les barres d’échelle représentent 10 pm.

Pour les images présentées Fig. V.11, nous avons acquis 128 images I, sur 32 périodes
de battement de I’hologramme pour un échantillon dense de particules de 200 nm
lorsque I’échantillon est quasiment dans le plan focal du microscope. A partir de cette
pile d’images, nous pouvons calculer deux types d’hologrammes dans 1’espace réel :
— un hologramme non modulé, appelé I1_ppqse(x,y,0), qui correspond a la figure
d’interférence statique, en ’absence de modulation, et qui est extrait de la pile
d’images, en effectuant une sommation sur 32 images identiques, de la maniére
suivante :

31
Il—phase = Z I4k: (Vg)
k=0
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— un hologramme démodulé I4_,peses Obtenu en sommant les images affectées du
coefficient de phase approprié, comme nous 'avons fait jusqu’a présent :

31
I4—phases = Z i [m (VlO)
m=0
Pour que les deux images obtenues Ii1_ppases €6 la—phases Soient parfaitement com-
q p P p
parables en terme d’intensité, nous les avons calculées en sommant le méme nombre
d’images.

RSBl—phase RSB4—phases
image reconstruite 668 1,5.10°

TAB. V.1 — Tableau comparatif des RSB 1-phase et 4-phases (sans unité) pour les
images reconstruites.

Les hologrammes dans l’espace de Fourier ‘jl—phase’ et \1:4_phases] sont représentés
en échelle linéaire Fig.V.11(a) et (b) respectivement. En 1-phase, seuls les parasites
décrits précédemment sont visibles car le signal (ordre de diffraction -1 et +1) est
relativement faible. L’intensité maximale de I’hologramme de Fourier correspond au
signal de I'onde de référence positionné en (k, = 0,k, = 0) et est moins élevée pour
I'’hologramme 4-phases (voir échelles en intensité). En effet, 'ordre 0 de diffraction est
continu dans le temps (aux fluctuations de U'intensité de la source prés) et est donc
filtré par le procédé modulation/démodulation.

En comparant les hologrammes reconstruits 1-phase et 4-phases, représentés en échelle
linéaire Fig.V.11(c) et (d) respectivement, on remarque que, en filtrant temporelle-
ment les signaux modulés, I’hétérodynage et la démodulation permettent d’augmenter
significativement le RSB de 'image reconstruite (voir Tab.V.1). Ainsi, dans la suite
de ce document, nous omettrons de préciser explicitement que nous n’étudions que
des hologrammes 4-phases.

V.1.4.2 De l’intérét du filtrage spatial

Dans ce paragraphe, nous comparons les résultats obtenus pour des hologrammes
reconstruits avec ou sans filtrage spatial dans ’espace de Fourier en vue de montrer
expérimentalement 'apport de cette technique.

A nouveau, pour cette démonstration, nous avons acquis 128 images I, sur 32 périodes
de battement de I’hologramme pour un échantillon dilué de particules de 200 nm.

L’hologramme enregistré (Fig.V.12(a)) est passé dans l'espace des fréquences spa-
tiales (Fig.V.12(b)). Le plan image est reconstruit avec ou sans filtrage spatial et est
représenté Fig.V.12(c) et (d) respectivement.

L’image reconstruite avec filtrage dans ’espace des fréquences spatiales présente un
RSB 49 fois plus élevé que celui de I'image reconstruite sans filtrage spatial (voir
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(@) — (d) b

avec filtrage spatial sans filtrage spatial

F1G. V.12 — Hologramme enregistré représenté en amplitude du champ (a). Espace
de Fourier associé a I'hologramme (b). Agrandissement de l'image reconstruite avec
filtrage spatial (c). Agrandissement de 'image reconstruite sans filtrage spatial (d)
représentée avec la méme échelle d’intensité que (c). les images (a), (c) et (d) sont
représentées en échelle d’intensité linéaire et I'image (b) en échelle logarithmique. Les
barres d’échelle correspondent & 5 pm.

Tab.V.2). Le gain en RSB dia au filtrage spatial est trés élevé comparativement a
celui di au processus modulation/démodulation (Sec.V.1.4.1). Cela s’explique par le
fait que le filtrage spatial permet d’annuler 'ordre 0 de diffraction (principal signal
parasite) alors que I’hétérodynage ne peut pas I'annuler parfaitement en raison des
fluctuations d’émission de la source laser.

RSB avec filtrage | RSB sans filtrage
image reconstruite 1,6.103 32

TAB. V.2 - Tableau comparatif du RSB (sans unité) de I'image reconstruite avec et
sans filtrage dans 'espace des fréquences spatiales.

Les signaux parasites de fond étant le principal facteur limitant pour la détection
de nanoparticules, nous avons montré que, avec le filtrage spatial et la détection
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hétérodyne, il est possible de diminuer fortement ce signal de fond et d’accroitre ainsi
le RSB des images reconstruites.

V.1.4.3 Comparaison d’images de microscopie classique et d’holographie
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F1G. V.13 — Images reconstruites en intensité (échelle logarithmique) de deux parti-
cules de 200 nm en fonction de I’atténuation A de la puissance du champ d’illumination
variant de 10° & 10%. De (a) & (e) : images directes (faisceau de référence éteint). De
(k) a (o) : images holographiques (faisceau de référence allumeée). Les barres d’échelle
représentent 5 um. Profil des particules sans (f) & (j) et avec (p) a (t) le faisceau de
référence. L’échelle de l'axe vertical en unité arbitraire (a.u.) est la constante pour
chaque série de profils ((f) a (j) et (p) a (t)).

Pour évaluer la limite de sensibilité du dispositif de détection, nous avons imagé un
échantillon bien connu et aisément détectable : des particules d’or de 200 nm. Fig.V.1
sont représentés les images [(a) a (e) et (k) & (0)] et leur profil [(f) & (j) et (p) & (t)],
en échelle logarithmique.

De maniére & évaluer les limites du dispositifs, nous avons volontairement atténué le
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signal |Eg|? a I'aide d’un atténuateur placé dans le bras objet (A2, Fig.V.1). L’atté-
nuation de I'intensité du signal prend les valeurs 10° [(a), (f), (k) et (p)], 10 [(b),

(8), (1) et ()], ..., et 10* [(e), (j), (o) et (t)].

Une premiére série de mesures a été effectuée avec le faisceau de référence éteint
(images directes), et une seconde série avec le faisceau de référence allumé (hologra-
phie). Le signal a été moyenné sur 32 images dans les deux cas. Les résultats sont
reportés dans les images Fig.V.13 (a) a (j) (détection classique) et (k) & (t) (détection
holographique).

En détection holographique, contrairement a 'imagerie directe, le signal mesuré est
proportionnel a la puissance incidente sur quatre ordres de grandeur comme nous
le montre la ligne pointillée traversant les Fig.V.13 (p) & (t). Ainsi, le dispositif de
détection holographique permet une mesure quantitative de faibles champs diffusés
ce qui n’est pas possible avec un dispositif de microscopie classique sans autre im-
plémentation. Comme la section efficace de diffusion d’une particule dépend de son
diameétre, nous pouvons déterminer les diamétres de particules de différentes tailles
connues par comparaison de l'intensité de lumiére diffusée enregistrée en holographie
hétérodyne hors axe.

Puisque l'amplification hétérodyne (maximisation du gain holographique par ajuste-
ment de l'intensité de 'onde de référence) et la modulation spatio-temporelle (confi-
guration hors axe et modulation de la figure d’interférence) réduisent le poids relatif
du bruit technique (bruit de lecture, réflexions et diffusions parasites, fluctuations de
I'intensité de la source) en holographie, ce type de détection présente une sensibi-
lité meilleure que 'imagerie directe. Ainsi, en holographie, il est possible de détecter
les mémes particules avec dix fois moins de puissance incidente qu’en microscopie
classique (voir Fig.V.13(e) et (0)).

Dans les profils Fig.V.13(p) a (t), on observe deux types de bruits :

— Le bruit holographique (fleche 2, Fig.V.13 (p)) est quasiment insensible & I'in-
tensité du champ objet dans les régimes de gain élevé (|Es|?> < |Eg|?)

— Lesignal de fond (fleche 1, Fig.V.13 (p)), da a des diffractions parasites, diminue
avec l'intensité du champ objet. c’est ce bruit qui est limitant pour la détection
et réduit de maniére significative la gamme dynamique de détection de plusieurs
ordres de grandeurs.

En holographie, Fig.V.13 (p) a (0), nous distinguons les billes avec un RSB décroissant
avec l'atténuation (voir Tab.V.3) puisque le niveau de bruit (=~ 10'° en niveaux de
gris) reste constant et que le signal diminue. Quand P'atténuation vaut 10%, le RSB
atteint une valeur critique.

A2 109 10! 102 10% | 10*
RSB | 5.10* | 2.10% | 1,6.10% | 10 | 1

TAB. V.3 — Tableau récapitulatif des RSB (sans unité) des images reconstruites pour
différentes atténuations A2 du bras signal.
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V.1.4.4 Images de particules de diamétre respectif 200, 100 et 50 nm

(d) (e) ®

L

F1G. V.14 - Images reconstruites en intensité |I(x,y, z)|* de particules de 200 nm (a),
100nm (b) et 50nm (c) représentées en échelle logarithmique. Les barres d’échelle
représentent 10 ym. (d-f) Profils horizontaux de |I(x,y, 2)[* & la position des billes,
moyennés sur 4 pixels (échelle linéaire).

| 2

Forts de cette évaluation du RSB, nous avons imagé différentes tailles de particules.
Les images reconstruites en intensité de particules sont représentés Fig.V.14 (a-c) en
échelle logarithmique ainsi que leurs profils respectifs en intensité en échelle linéaire
suivant 'axe = (d-f). Ces images sont obtenues en démodulant I(x,y, z) sur quatre
périodes de modulation de phase. Les diameétres des particules sont 200nm (a,d),
100nm (b,e) et 50nm (c,f).

Le RSB des images décroit quand le diamétre de la particule diminue (voir Tab.V.4)
puisque la quantité de lumiére diffusée diminue et que le bruit holographique reste
constant. Ainsi, en-de¢a de 50 nm, en l’absence de modulation supplémentaire (spa-
tiale ou photothermique), le fond cohérent di aux poussiéres et aux aspérités des
surfaces empéche de discriminer clairement les particules d’autres diffuseurs.

200nm | 100nm | 50 nm
RSB | 5.10* | 8.10° 1,5

TAB. V.4 — Tableau récapitulatif des RSB (sans unité) des images reconstruites.

V.1.5 Conclusion sur I’holographie hétérodyne hors axe

Dans cette section, nous avons présenté le dispositif expérimental d’holographie
numérique hors axe qui nous a permis d’obtenir des images en deux et trois dimensions
de particules de diameétre allant de 50 nm a 200 nm. Nous avons ainsi pu observer leur
diagramme de diffusion complet & partir de "acquisition d’un hologramme unique.
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Nous avons montré expérimentalement que cette technique est bien plus sensible
que l'imagerie direct et qu’elle permet une analyse quantitative des faibles signaux
diffusés par les nanoparticules. Pour augmenter la puissance du signal diffusé, on peut
augmenter la puissance du laser cependant le signal de fond parasite, qui constitue le
facteur limitant dans nos expérience, augmenterait d’autant et le RSB serait le méme.
Ainsi, la détection de particules de diameétre inférieur & 40 nm semble impossible sans
utiliser d’autres procédés d’amplification du contraste.

Nous proposons donc de coupler I’holographie numérique hétérodyne hors axe, tech-
nique présentant une grande sensibilité intrinséque, avec une modulation photother-
mique du signal diffusé par les particules en vue de réduire ’amplitude relative du
signal de fond et ainsi améliorer la sensibilité de 'instrument de mesure.
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V.2 Imagerie holographique photothermique 3D de nano-
particules

Pour des nanoparticules relativement grandes, les méthodes basées sur la diffusion
de Rayleigh, comme celles que nous avons présentées jusqu’ici, ouvrent la voie & de
nombreuses applications, comme la spectroscopie de nanoparticules métalliques indi-
viduelles [132,133] ou l'imagerie de biomolécules [33]. Cependant, comme la section
efficace de diffusion des particules décroit comme leur volume au carré, ces méthodes
sont limitées & I’étude de relativement grandes nanoparticules (typiquement de dia-
meétre > 40nm). De plus, comme nous l'avons vu Sec.V.1.4.3, le signal de diffusion
doit étre discriminé d’un signal de fond important. Ainsi, dans la mesure o1 la section
efficace d’absorption de ces nanoparticules varie comme leur volume, développer une
technique reposant sur les propriétés d’absorption des particules est une alternative
intéressante a la diffusion de Rayleigh.

Ainsi, dans un dispositif d’'imagerie de diffusion tel que ce que nous avons décrit
jusqu’ici, il est possible d’insérer un deuxiéme faisceau de forte puissance, dit de
chauffage, qui sera absorbé par les nanoparticules qui convertissent alors 1’énergie
absorbée en chaleur. Par diffusion thermique au voisinage de la particule, la chaleur
se propage dans le milieu qui voit sa permittivité localement modifiée créant ainsi
une sphére d’indice fortement diffusante. En ajustant la longueur d’onde du faisceau
de chauffage dans la bande de résonance plasmon, les nanoparticules d’or sont alors
discriminées des nano-diffuseurs parasites qui, eux, ne présentent pas de propriétés
d’absorption particuliéres dans cette gamme de longueurs d’onde.

L’effet photothermique a d’abord été utilisé pour détecter des nanoparticules d’or de
diameétre aussi petit que 5nm grace & une méthode de contraste interférentiel photo-
thermique (CIP) [37]. Cette méthode interférométrique est basée sur la mesure de la
différence de chemin optique entre un faisceau se propageant a travers la bille d’in-
dice et un faisceau traversant le milieu non modifié. Récemment, une autre technique
photothermique, appelée imagerie photothermique hétérodyne (IPH), a été dévelop-
pée |39]. Il s’agit d’une mesure interférométrique de la différence de pulsation optique
entre un faisceau de référence et un faisceau traversant la bille d’indice. Ce dernier
faisceau voit sa pulsation optique translatée en raison de la modulation du faisceau
de chauffage qui engendre une bille d’indice modulée. La sensibilité de la méthode
d’IPH permet de gagner deux ordres de grandeur comparée a la technique de CIP et
de détecter ainsi des particules d’or individuelles de 1,4nm de diameétre.

Néanmoins, pour ces deux techniques, les faisceaux laser sont focalisés et 'enregistre-
ment du signal se fait par I'intermédiaire d’un détecteur unique. L’acquisition d’une
image se fait donc point & point par balayage de la surface de I’échantillon ce qui
présente deux inconvénients :
— Le bruit temporel de la source laser est converti en bruit spatial dans I'image
au cours du balayage.
— II est nécessaire de faire un compromis entre le temps d’acquisition et la surface
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imagée. Ainsi, le temps d’acquisition est élevé (plusieurs dizaines de millise-
condes par point) ce qui empéche de faire de 'imagerie d’objets en mouvement
sur des surfaces importantes (supérieures a 5 x 5 um?).

Les techniques photothermiques ayant prouvé leur efficacité en terme de sensibi-
lité, nous proposons ici de coupler la méthode d’IPH avec I'holographie numérique
hétérodyne hors axe, technique de grande sensibilité intrinséque permettant la visua-
lisation en trois dimensions des nano-objets, en vue de faire de l'imagerie plein champ
et de pallier les inconvénients d’un balayage de I’échantillon.

V.2.1 Effet photothermique

Dans les Sec.III et Sec.V.1, nous avons exclusivement bénéficié de la propriété de
diffusion qui varie comme le volume de la particule au carré, les effets d’absorption
étant négligeables. Nous avons également montré Sec.1.4.2 que la section efficace d’ab-
sorption d’une nanoparticule varie comme son volume ce qui signifie qu’elle décroit
beaucoup moins rapidement que la section efficace de diffusion, quand le rayon de
la particule diminue. Pour tirer profit de la prépondérance du phénoméne d’absorp-
tion sur celui de diffusion pour les petites particules, nous développons un nouveau
dispositif expérimental basé sur ’absorption de la lumiére par les particules.

Une nanoparticule métallique excitée & une longueur d’onde proche de sa résonance
plasmon a une section efficace d’absorption importante et présente un temps de relaxa-
tion électron-phonon (désexcitation non radiative) de 'ordre de la picoseconde [18].
Ainsi, elle posséde les propriétés d’'un absorbeur de lumiére efficace. L’énergie lumi-
neuse une fois absorbée par la particule peut étre réémise sous forme de photons par
luminescence ou convertie en énergie thermique. Sachant que la luminescence éma-
nant des particules est peu intense [134,135], pratiquement toute 1’énergie absorbée
est convertie en chaleur qui diffuse dans le milieu. En raison de I’élévation de tem-
pérature, le milieu diélectrique se dilate, ce qui modifie les pulsations plasma et de
résonance,wpiqasma €t wo, ainsi que le coefficient d’amortissement v dans ’expression de
la permittivité diélectrique donnée par le modele de Drude (Eq.1.4). Par conséquent,
I'indice de réfraction du milieu au voisinage de la particule est modifié de sorte que,
autour de la particule, se forme une bille d’indice détectable par simple diffusion de
la lumiére.

Considérons une nanosphére absorbante de rayon a, petit devant la longueur d’onde
d’illumination Achaur (@ < Achaus). Lorsqu’une nanoparticule est éclairée, une partie
de la lumiére incidente est diffusée et ’autre absorbée dans une proportion définie par
les sections efficaces qui dépendent de la composition et de la taille de la particule ainsi
que de son milieu environnant. Nous rappelons les expressions des sections efficaces
de diffusion et d’absorption de Rayleigh démontrées Sec.[.4.2 :

Cap = Amhya®s {2}

(V.11)
C. _ 8 ]{34 6| ep(w)—em 2
dif f 3Mhma ep(w)+2em
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ol m = # est le contraste d’indice optique complexe (V) entre la particule (in-

dice p) et le milieu environnant (indice m), ky, est le vecteur d’onde dans le milieu,
€p et €, sont les permittivités diélectriques complexes de la particule et du milieu
respectivement.

Cette particule est placée dans un milieu homogene, de diffusivité thermique D = Cith’
ou k et Cy, sont respectivement la conductivité thermique et la capacité calorifique
par unité de volume du milieu.

La puissance absorbée P, par une particule illuminée par un faisceau laser modulé
a la fréquence (2, de puissance surfacique moyenne Fepqyp st :

1 Q
Pabsﬂ%(t) (V12)
avec
Pops = CabsPchauf (V13)

La luminescence d’une particule métallique étant faible, la lumiére absorbée est conver-
tie en quasi totalité en chaleur qui diffuse dans le milieu environnant. Le volume su-
bissant la modulation de température est déterminé par ’amortissement des ondes
thermiques a la fréquence de modulation. Ainsi, & une distance p de la particule, la
partie modulée de I’élévation de température est :

PCL S

P
AT (p,t) = % ¢ in cos | Qt — L= 14
(p,t) Tnrp € Tth COS ( t Tth> (V.14)

ou 1y = 4/ % est la distance caractéristique de diffusion thermique.

La variation de température du milieu entraine une modification de son indice de
réfraction qui s’écrit :

An(p,t) = 8—nAT(p, t) (V.15)

oT

Un gradient d’indice modulé dans le temps apparait donc autour de la particule. Le
faisceau sonde, qui était diffusé par la particule dans les techniques précédemment
développées, est désormais diffusé par un objet que 'on peut assimiler & une sphére
de rayon équivalent ry, et d’indice n + An. La fréquence de modulation typique du
faisceau de chauffage est /27 = 5.10% Hz. Considérons une particule immobilisée
dans de ’alcool polyvinyle en film mince (< 100nm), couvert d’huile de paraffine
en vue d’assurer une diffusion de la chaleur homogeéne. Sachant que la diffusivité
thermique de I’huile de paraffine vaut D ~ 8.107® m?.s7!, la distance caractéristique
de diffusion thermique est ry, = 2,26 pm et est grande devant celui de la particule
(ren ~ 2a.102).
Ainsi, pour une élévation de température AT = 1K, obtenue en illuminant une
particule d’or de 10nm de diamétre, immobilisée dans du PVA couvert d’huile de
paraffine de On/0T ~ 10~*K~!, la variation d’indice de réfraction du milieu est
An = 107%. La bille d’indice présente alors une section efficace de diffusion & 785 nm
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de 1,04.10712 ¢cm?, calculée suivant la théorie de Mie [136]. Sachant que la section
efficace de diffusion de Mie & 785 nm d’une particule de 10nm dans du PVA vaut
5,10.107'7 cm?, le gain en puissance diffusé da a Ieffet photothermique est 10°.

Grace a l'effet photothermique, non seulement le signal a détecter est substantielle-
ment plus important mais il est aussi trés sélectif envers les nanoparticules d’or dans
la mesure ou ni la matrice de PVA, ni les diffuseurs parasites ne sont significativement
absorbant dans la gamme des longueurs d’onde plasmon de l'or. Ainsi, avec 'ajout
du faisceau de chauffage, le signal de fond qui limite la détection des particules en ho-
lographie hétérodyne hors axe est inchangé alors que l'intensité du signal de diffusion
correspondant a la présence d’une nanoparticule d’or est accru de plusieurs ordres de
grandeur.

V.2.2 Dispositif expérimental d’holographie numérique photother-
mique

Le dispositif expérimental est trés semblable & celui d’holographie hétérodyne hors
axe présenté Sec.V.1.1l. Pour augmenter la sensibilité, le détecteur est une caméra
CCD (Charge Coupled Device, Roper 512B, 512 x 512 pixels carrés de dimensions
16 x 16 um?). Le faisceau de chauffage est issu d’un laser de forte puissance a A\ =
532 nm, dans la bande de résonance des plasmons de ’or afin de maximiser la puissance
absorbée et donc I’élévation de température et la variation d’indice du milieu. Le
systéme d’holographie est alors parcouru par la lumiére issue d’une diode laser a
785 nm se décomposant en deux faisceaux sonde et référence.

Pour obtenir ’effet photothermique, un faisceau laser & 532 nm, élargi et rendu lége-
rement divergent & 'aide d’un étendeur de faisceau, pénétre dans le microscope. Pour
maximiser 'intensité du faisceau de chauffage & 532nm parvenant jusqu’a 1’échan-
tillon, tout en atténuant peu ’onde signal se propageant vers la caméra, le faisceau de
chauffage est réfléchi par une séparatrice dichroique (CS @ 532nm,R @ 532 nm > 99%
et T @ 785nm > 95%). La divergence du faisceau vert est ajustée de maniére & éclai-
rer la totalité du champ de la caméra (50 x 50 um?) aprés la focalisation par 1’objectif
de microscope (Olympus, x100, ON = 0, 8).

Apres réflexion et diffusion par ’échantillon, 'onde de chauffage est collectée par
I’objectif et se propage en direction de la caméra. Elle est d’abord réfléchie en grande
partie par la CS @ 532 nm puis fortement atténuée par un filtre coupe-bande & 532 nm
(F @ 532nm, T @ 532nm < 0,1% et T @ 785nm > 97%) ce qui permet de limiter
fortement l'intensité de lumiére verte parvenant jusqu’a la caméra, tout en atténuant
peu l'onde signal a 785 nm.

Par ailleurs, pour effectuer une détection synchrone holographique du signal photo-
thermique, le faisceau de chauffage est modulé en amplitude a 2 par un modulateur
acousto-optique (MAO3) ce qui engendre une modulation de I'indice de réfraction du
PVA et de I’huile de paraffine & la méme fréquence. Lorsque le faisceau sonde interagit
avec 'un des objets thermiquement modulés, sa pulsation optique est décalée de la
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= F @532 nm
80MHz + Q21

CS@532nm

= Al
p77774

+1 80MHz + Q/2n + Af

FiG. V.15 — Dispositif expérimental photothermique d’holographie numérique hété-
rodyne hors axe. CSP : cube séparateur de polarisation ; MAO : modulateur acousto-
optique; Al, A2 : atténuateurs ; M : miroir ; LT : lentille de tube ; CS : cube séparateur.

pulsation de modulation 2. Le décalage en fréquence optique de 'onde signal collectée
par 'objectif est la somme des décalages engendrés par le MAO et par la modulation
de l'indice de réfraction et vaut 80 MHz + /2.

Afin de paramétrer la fréquence de battement de la figure d’interférences dans le plan
de la caméra, il est nécessaire d’ajuster la fréquence optique de ’onde de référence, en
alimentant le MAO2 par une sinusoide de fréquence 80 MHz + Af + /27, pour com-
penser le décalage du faisceau signal induit par la modulation du faisceau chauffage.
La différence de fréquence optique entre les faisceaux signal et référence interférant
dans le plan de la caméra, égale a la fréquence de battement de ’hologramme, est Af.
La fréequence d’acquisition de la caméra est fixée & foop = 4A f en vue d’effectuer une
détection synchrone multiplexée de I’hologramme comme dans le cas de I’holographie
hétérodyne hors axe.

Dans ce dispositif expérimental, les MAO permettent d’effectuer une modulation
d’amplitude (MAO3, faisceau de chauffage) ou un décalage en fréquence (MAO1 et
MAO?2, faisceaux holographiques) en fonction du signal de commande qui leur est
envoye :

— Pour le décalage de fréquence optique des faisceaux holographiques (MAO1
et 2), le signal de commande est, comme présenté ans la section précédente,
une sinusoide de fréquence proche de 80 MHz (fréquence de fonctionnement
optimal des MAO) représenté Fig.V.16(a). Durant toute l’acquisition les MAO
sont alimentés et la lumiére incidente diffractée.
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— En ce qui concerne la modulation d’amplitude du faisceau de chauffage (MAO3),
le signal de commande est une sinusoide de fréquence 80 MHz multipliée par une
fonction créneau de plus basse fréquence (typiquement Q = 5kHz) Fig.V.16(b).
Ainsi, le premier ordre de diffraction, décalé en fréquence de AF = 80 MHz,
correspondant & une variation de longueur d’onde du faisceau optique A\ =
—cAF = 7.5.107° nm, n’est généré que lorsque le signal de commande du MAO
est non nul, le décalage en fréquence n’ayant aucune importance pour effet de
chauffage recherché.

(a) pour la modulation de fréquence (b) pour la modulation d’amplitude

temps temps

F1G. V.16 - Signaux de commande des AOM pour la modulation de fréquence (a) des
faisceaux holographiques & 785 nm et pour la modulation d’amplitude du faisceau de
chauffage a 532 nm.

V.2.3 Imagerie 3D de nanoparticules d’or de 50 nm

Nous allons effectuer une analyse comparative de deux hologrammes d’un méme
échantillon, I'un acquis en holographie seule, ’autre en holographie photothermique.
Par la suite, nous comparons les différentes caractéristiques de I’holographie photo-
thermique et de 'imagerie photothermique hétérodyne. Enfin, nous présentons une
étude du signal photothermique en fonction des caractéristiques du faisceau de chauf-
fage & 532nm en nous appuyant sur des résultats expérimentaux étayés soit par une
théorie analytique, soit par une simulation numérique.

V.2.3.1 Imagerie 3D plein champ

Dans ce paragraphe, nous comparons deux hologrammes d’un méme échantillon,
photothermique et non photothermique, en terme de surface imagée, de RSB et de
diagramme de diffusion en trois dimensions. Par la suite, nous évaluons les différences
entre les parameétres caractéristiques des techniques d’holographie photothermique et
d’imagerie photothermique hétérodyne.

Nous avons acquis deux piles de N images de particules de 50 nm. L’une des séries
d’images est acquise avec le laser vert éteint (holographie) et l'autre avec le laser
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FiG. V.17 - Image de la répartition du faisceau vert (a). Profil de la répartition
spatiale du faisceau gaussien suivant ’axe en pointillé (a) et détermination de son
diametre effectif (b).

allumé (holographie photothermique) en adaptant le décalage en fréquence du faisceau
de référence au type d’acquisition.

Pour mesurer la surface éclairée, 10 images sont acquises, puis moyennées, lorsque
seul le faisceau vert illumine l’échantillon (Fig.V.17(a)) aprés avoir enlevé le filtre
coupe bande & 532nm (F). Le diamétre effectif de la zone éclairée est évalué a 35
% de l'intensité du faisceau gaussien (Fig.V.17(b)), soit ~ 15 um. Le faisceau laser a
532nm, de puissance moyenne 210 mW, est modulé a 5 kHz et éclaire I’échantillon sur
une surface de 177 um?, soit une puissance moyenne par unité de surface du faisceau
de chauffage de 120kW.cm—2,

Les images photothermique et non photothermique reconstruites aprés démodulation
et filtrage dans ’espace de Fourier sont obtenues a partir de deux piles de N = 48
avec un temps d’intégration de 100ms soit un temps d’acquisition total de moins
de 5s et sont représentées Fig.V.18(b) et (a) respectivement. On note que seules les
particules situées dans la zone illuminée & 532 nm, entourée en pointillé, sont visibles
en imagerie photothermique ce qui confirme que le signal détecté est bien la lumiére
diffusée par la bille d’indice modulée dans le temps.

La puissance absorbée par une particule de 50 nm dans du PVA couvert de paraffine,
illuminée avec une puissance surfacique de 120kW.cm ™2 4 532nm, est environ 5 W
ce qui correspond & une variation d’indice de réfraction du milieu de 26.10™%. La sec-
tion efficace de diffusion & 785 nm de la bille d’indice ainsi crée vaut 1,9.1072 cm? alors
que celle de la particule est 1,4.10713 cm?. Le gain en puissance diffusée (10%) devrait
étre équivalent au gain en RSB attendu dans I’hypotheése ot le bruit est constant. Nous
mesurons expérimentalement un gain en RSB entre ’holographie photothermique et
I’holographie (Fig.V.18) RSB p1/RSBhoto = 10% ce qui signifie que le bruit a aug-
menté. Cet accroissement de la puissance de bruit en holographie photothermique par
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holographie photothermique

x103
90 10
70 8
50 6
30 4
10 2

F1G. V.18 - Image holographique non photothermique reconstruite (a). Image pho-
tothermique reconstruite (b). Le cercle en pointillé défini la zone d’illumination du
laser vert.

F1G. V.19 — Zoom de I'image photothermique reconstruite (a). Coupe xz suivant la
ligne pointillée (b). Les barres d’échelle représentent 1 um.

rapport & I’holographie seule est probablement due & un filtrage incomplet du faisceau
de chauffage qui génére un bruit parasite & la méme fréquence que la détection.

En vue d’obtenir une image en volume d’une particule, des images ont été recons-
truites dans des plans espacés d’un pas Az = 9.107% m, égal au pas d’échantillonnage
du champ imagé par la caméra. Une coupe de ce volume le long de 'axe z suivant la
ligne pointillée (Fig.V.19(a)) est représentée Fig.V.19(b).

Le diagramme de diffusion suivant 1’axe z, ainsi obtenu, présente la méme asymétrie,
due & la différence d’indice de réfraction entre l’air et ’huile de paraffine, que la
coupe de 'image holographique d’une particule de 200 nm que nous avons présenté
Fig.V.9(a) dans la section d’holographie hétérodyne hors axe. En comparant ces deux
images, nous notons que 'intensité lumineuse est concentrée autour de la bille d’indice
et atténuée dans les plans plus éloignés. Les cones lumineux présents pour les petites
distances de reconstruction sont légérement brouillés en raison des interférences avec
la lumiére diffusée par les particules & proximité.

Le diameétre de la bille d’indice est obtenu en déterminant la largeur & mi-hauteur de
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la coupe suivant 'axe x. Il vaut 2,7 um et est donc 1,6 fois plus petit que le diamétre
calculé théoriquement a partir de la distance caractéristique de diffusion dans I’huile
de paraffine pour une modulation du laser vert Q/27 = 5kHz (ry, = 2,3 um). En
effet, lorsque la particule d’or est chauffée, la température diffuse et il apparait un
gradient de température dans le milieu et donc un gradient d’indice. La bille d’indice
n’est donc pas une sphére au contour bien délimiter. Ainsi au deld d’une distance p
par rapport au centre de la particule la faible variation d’indice de réfraction n’est
plus détectable (ici p = ry, /1,6 = 1,4 pm).

A présent, nous allons comparer a 1’aide du Tab.V.5 les différentes caractéristiques
des dispositifs d’holographie photothermique et d’imagerie photothermique hétéro-
dyne (IPH) qui ne difféere de notre dispositif que par le fait que les faisceaux sonde
et de chauffage sont focalisés et balayent la surface de I’échantillon. La configuration
expérimentale que nous avons développée permet d’imager une surface cing fois plus
étendue, avec un échantillonnage spatial équivalent et un temps d’acquisition plus de
quatorze fois plus court. De plus, 'acquisition d’un tel hologramme donne accés & une
image en volume sur plusieurs pm d’épaisseur, avec un pas d’échantillonnage égal a
celui de la caméra dans le plan (x,y) de la caméra. Nous pouvons donc envisager de
faire de l'imagerie de particules en mouvement sur un volume étendu. Néanmoins,
avec notre dispositif, pour visualiser des particules de petit diamétre (< 10nm), il
faut d’augmenter la puissance surfacique du laser de chauffage ce qui est possible
en augmentant la puissance moyenne, ou en réduisant la surface éclairée. Ainsi, une
fois la puissance moyenne maximale du laser atteinte, il est nécessaire de faire un
compromis entre la surface imagée et la puissance surfacique incidente.

surface imagée | temps d’acquisition | puissance surfacique | pas d’échantilonnage
(m?) (s) (kW.m?) (um)
Imagerie
Photothermique 36 > 70 125.10° 0.07
Hétérodyne
Holographie 2
Photothermique TtRvert = 177 5 120 0.09

TAB. V.5 — Tableau comparatif des caractéristiques de I'IPH et de 'holographie pho-
tothermique

A présent, nous allons analyser le signal détecté lorsque les paramétres caractéristiques
du faisceau de chauffage varient.

V.2.3.2 Analyse du signal photothermique

Nous étudions les caractéristiques du signal photothermique détecté en hologra-
phie hétérodyne hors axe suivant la fréquence de modulation Q/27 et la puissance
surfacique Pepqyp du faisceau de chauffage au niveau de I’échantillon. Cette étude est
menée expérimentalement et comparée aux résultats théoriques attendus.
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Intensité du signal photothermique en fonction de ’intensité du laser a
532 nm

Dans ce paragraphe, nous évaluons théoriquement 1’évolution du signal photo-
thermique en fonction de la puissance surfacique du laser de chauffage, puis nous
présentons les résultats expérimentaux et les comparons a la théorie.

En holographie comme dans toute technique interférométrique, le signal enregistré
est directement proportionnel au champ. En effet, comme nous ’avons vu Sec.IV.1.1,
I'intensité lumineuse enregistrée par la caméra est :

I = (Is+1Ir) + (Es.Ep) + (E%.ER)

ordre 0 ordre +1 ordre -1 (V.16)

Dans notre configuration expérimentale, d’une part, le filtrage spatial dans l’espace de
Fourier permet d’annuler les ordres de diffraction parasites -1 et 0 ; d’autre part, 'hété-
rodynage et la détection synchrone multiplexée autorisent la sélection d’une fréquence
optique du champ signal détecté. Ainsi, le dispositif d’holographie photothermique,
tel que nous ’avons mis en place, n’est sensible qu’a la pulsation du faisceau sonde
décalée de la pulsation de modulation photothermique, soit w=+£2. Au final, I'intensité
lumineuse de I'image reconstruite vaut :

Esta.Ep (V.17)

et est directement proportionnelle au champ diffusé par la bille d’indice.

A présent, nous voulons déterminer le type de relation liant le champ diffusé par la
bille Eg+q a la puissance surfacique du faisceau de chauffage Pepqyf afin de prédire
le comportement du signal détecté lorsque la puissance de ’onde & 532 nm varie.

En raison de I’élévation de température due & I’absorption de lumiére par la particule,
nous avons vu Sec.V.2.1 que l'indice de réfraction du milieu n est perturbé pour
devenir n + An. La variation de susceptibilité du milieu correspondante est :

on

Ay = 2n8—TAT (V.18)

La variation de température induite par ’absorption de lumiére par la particule est

Cups P, _e

AT (p,t) = —abs” chauf [1 +e "tn cos (Qt - L)] (V.19)
ATrp T'th

Donc la variation de susceptibilité du milieu Ay est directement proportionnelle & la

puissance surfacique Pepqy s illuminant I’échantillon a A = 532nm.

—

Ainsi, quand le milieu est éclairé par le faisceau sonde (FEj,.785), la polarisation induite
a une distance p de la particule, a un instant ¢, vaut, en prenant en compte la variation
locale de susceptibilité :

L Ax(p,t) = )
P(p,t) = Eo%ﬂ'ncms(/},t) (V.20)
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Cette polarisation macroscopique est directement proportionnelle & la variation de
susceptibilité Ay.

Par ailleurs, le champ diffusé par la particule en champ lointain Fg.q est propor-
tionnel au potentiel vecteur Ag; sy définit par 50,67, 68| :

- o Mo exp(ikr )
Agirp(r) = E#(—zwﬁ) (V.21)
ou p est le moment dipolaire induit dans le milieu par la lumiére incidente (Ejpc785)-

Pour les matériaux constitués de molécules non polaires (e, < 9) [137], comme le

PVA et T'huile de paraffine, le moment dipolaire vaut p’ = P <1 — év—;g) et est donc

directement proportionnel & la polarisation macroscopique P.

Pour résumer, nous avons montré que :
AX X Pchauf P AX ES +0 X P = ES +0 X Pchauf (V.22)

Au final, comme le signal détecté (Eq.V.17) est directement proportionnel au champ
diffusé par la particule Eg1q, celui-ci doit varier linéairement en fonction de la puis-
sance du laser de chauffage Pepu -

Pour vérifier cela expérimentalement, nous avons acquis 39 piles de 48 images
sur 12 périodes de modulation photothermique de ’hologramme en vue d’imager des
particules de 50 nm pour 39 puissances différentes du laser de chauffage.

Le faisceau laser & 532nm est modulé a 5kHz et voit sa puissance moyenne surfa-
cique varier de 17kW.cm™2 & 305kW.cm™2. Pour une particule, ’amplitude du signal
holographique photothermique est mesurée en intégrant ’intensité de l'image sur un
disque centré sur la particule et dont le diamétre vaut 0,8 ym, ce qui correspond au
rayon expérimental de la bille d’indice. Nous avons représenté les variations du signal
mesuré (en niveaux de gris) en fonction de la puissance surfacique du laser a 532 nm
Fig.V.20.

Les points expérimentaux présentent une allure approximativement linéaire comme le
prévoit la théorie et le signal photothermique ne sature pas mais fluctue fortement en
amplitude pour les puissances élevées. Les écarts importants entre la régression linéaire
et les points expérimentaux sont dus aux diverses instabilités des lasers holographique
et de chauffage. En effet, la puissance lumineuse émise par le laser vert présente une
forte instabilité (> 5% de Pepqus) et les valeurs des puissance implémentées dans
la Fig.V.20 correspondent & la moyenne des mesures de la puissance avant et aprés
I’acquisition. Le laser & 785 nm, servant a l'illumination du systéme holographique,
ne présente pas d’instabilités en puissance mais change parfois de mode d’émission
durant 'acquisition. Comme les bras référence et signal n’ont pas la méme longueur,
ces variations de mode se répercutent comme des variation d’intensité, importantes
et difficiles & évaluer, sur I’hologramme enregistré .
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F1G. V.20 - Evolution du signal photothermique (en niveaux de gris) intégré sur la
surface d’une particule de 50nm en fonction de la puissance du laser de chauffage.
Les points correspondent aux données expérimentales et la droite est une régression
linéaire.

Dans le prochain paragraphe, nous étudions les variations du signal photothermique
en fonction du second paramétre caractéristique du faisceau vert : la fréquence de
modulation €.

Intensité du signal photothermique en fonction de la fréquence de modu-
lation du laser a 532 nm

Dans ce paragraphe, nous présentons les signaux photothermiques obtenus expé-
rimentalement quand la fréquence de modulation du faisceau vert varie puis nous les
comparons aux résultats d’une simulation du signal photothermique.

Nous avons acquis 17 piles de 48 images sur 12 périodes de modulation photother-
mique de 'hologramme en vue d’imager des particules de 50 nm pour 17 fréquences
de modulation du laser de chauffage différentes, le décalage en fréquence de ’onde de
référence étant ajusté pour chaque fréquence de modulation.

Le faisceau laser & 532 nm est modulé en amplitude entre 1kHz et 2 MHz. Pour éviter
une saturation du signal aux basses fréquences de modulation, la puissance surfacique
moyenne du faisceau vert varie entre de 28kW.cm™2 et 322kW.cm™2, selon la fré-
quence de modulation 2. De la méme maniére que pour 1’étude en puissance, pour
une particule, "amplitude du signal holographique photothermique (en niveaux de
gris) est mesurée en intégrant l'intensité de I'image sur un disque centré sur la parti-
cule, dont le rayon vaut 7, pour les fréquences de modulation inférieures & 100 kHz
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et 0,6 um (rayon de la tache de diffraction) pour les fréquences de modulation su-
périeures. En effet, comme la distance caractéristique de diffusion thermique varie
comme Q~'/2 la dimension de la bille d’indice devient sub-longueur d’onde pour les
fréquences 2 supérieures a 100 kHz.

Par la suite, le signal mesuré subit deux types de normalisation :

— une normalisation par rapport & la puissance surfacique moyenne du laser de
chauffage, différente pour chaque acquisition.

— une normalisation par rapport a I’amplitude de 'onde référence qui varie d’une
acquisition a 'autre en raison de la variation de fréquence de modulation. En
effet, pour obtenir une détection synchrone, la fréquence du signal de commande
du MOA est ajustée pour chaque acquisition en fonction de la fréquence de
modulation du faisceau de chauffage. Lorsque la fréquence de commande du
MOA varie, lefficacité de diffraction de celui-ci varie également ce qui modifie
I’amplitude de ’onde de référence issue du premier ordre de diffraction.

Les variations du signal mesuré normalisé en fonction de la fréquence de modulation
du laser a 532nm sont représentées Fig.V.21 (points).

Nous avons développé une simulation permettant de déterminer qualitativement 1’évo-
lution du signal photothermique en fonction de la fréquence de modulation ©/27 du
faisceau de chauffage. Pour ce faire, nous déterminons la section efficace d’absorption
(Eq.1.42) d’une particule de diameétre d = 50nm plongée dans du PVA illuminée &
A =532nm :

Cpartic _ 471'(

abs

d\32mn . [ e~ €m ~15 2
- =6,4.10 V.23
U {ep+2em ’ " (V-23)

On détermine la puissance absorbée par la particule sachant que le faisceau de chauf-
fage a une puissance surfacique incidente de Pj,. = 3, 2.10°W.m~2 :

Paps = CPPye = 2,6.107° W (V.24)
La puissance absorbée est indépendante de la fréquence de modulation du faisceau
de chauffage dans la mesure o le temps de relaxation électron-phonon régissant le

phénomeéne d’absorption est de lordre de la picoseconde [18] et donc beaucoup plus
court que la période de modulation.

Nous considérons ensuite ’expression de 1’élévation de température moyenne dans

I’huile de paraffine :

AT(p, f) = Lo o~ rilion (V.25)
P Amkp ¢ '

avec kK = 0,16J.s7L. K 1.m™! dans I’huile. Cela nous permet de calculer la varia-
tion d’indice de réfraction du milieu induite par 1’élévation de température sachant

que On/O0T = 10~* & longueur d’onde (A = 785nm) du faisceau sonde du systéme

holographique :
An(p,0) = TEAT(p,0) (v.26)
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Fi1G. V.21 - Evolution du signal photothermique (en niveaux de gris) intégré sur la
surface d’'une particule de 50 nm en fonction de la fréquence de modulation du laser
de chauffage. Les points représentent les résultats expérimentaux et la ligne pleine le
résultat de la simulation de la diffusion par la bille d’indice.

Pour déterminer la variation moyenne d’indice de réfraction, An(p, §2) est moyennée
du bord de la particule d/2 jusqu’a la longueur caractéristique de diffusion r.h(2) :

Ten(S2)

! An(p,Q)dp (V.27)

Artmay (V) = 0y a7

/2

Nous calculons ensuite la section efficace de diffusion (Eq.I.41) de la bille d’indice
de rayon 741,(Q) et de permittivité dielectrique eyize() = npine(2)? avec npie(Q) =
Nhuile + ANmoy () (Nhyite = 1,5), illuminée par le faisceau sonde (A = 785nm) pour
différentes fréquences de modulation du laser de chauffage :

1t ) = Sl ()0 22yt [ D) = e (v.28)
dif f 3 th A €vitte () + 2€huite .

Le signal détecté est proportionnel a 'amplitude du champ diffusé ,c.a.d. a la racine
carrée de l'intensité du champ diffusé qui est elle-méme directement proportionnelle
a la section efficace de diffusion. Ainsi, le signal photothermique mesuré varie comme

C’g#;(Q) que nous avons représentée Fig.V.21 (ligne pleine). L’amplitude du signal
simulée qualitativement est ajustée sur I'amplitude des mesures expérimentales.

Nous observons Fig.V.21 un trés bon accord entre les résultats expérimentaux et la
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simulation qualitative qui présentent un comportement de filtre passe-bas typique des
phénomeénes thermiques.

Les variations du signal photothermique expérimental sont dues aux instabilités des
lasers vert et rouge comme pour 1’étude en puissance.

Nous avons placé en paralléle de ’abscisse en fréquence, une abscisse en rayon de la
bille d’indice 14p. Cette grandeur n’a pas pu étre évaluée expérimentalement car, pour
Q) > 40kHgz, la bille d’indice est de dimension sub-longueur d’onde : Nous imageons
donc une tache de diffraction ne nous renseignant pas sur 7.

V.2.3.3 Conclusion

L’holographie photothermique permet d’imager un champ plus grand que l'ima-
gerie photothermique hétérodyne avec un temps d’acquisition nettement inférieur. Il
est donc envisageable de faire de I'imagerie d’objets en mouvement sur des surfaces
(> 100 um?) voire des volumes (10% zm?) importants.

Nous avons montré théoriquement et expérimentalement que le signal photothermique
varie linéairement avec la puissance Pjq, ¢ du laser de chauffage et présente un com-
portement de type filtre passe-bas quand la fréquence €2 de modulation de ce laser
varie.

Nous allons, & présent évaluer les performances du dispositif d’holographie photother-
mique et les comparer a celles de 'imagerie photothermique hétérodyne.

V.2.4 Performances du dispositif

Pour évaluer les performances du dispositif d’holographie photothermique en terme
de sensibilité, nous avons imagé une particule de 10nm en trois dimensions.

Ainsi, nous avons acquis une pile de 48 images sur 12 périodes de modulation photo-
thermique de '’hologramme en vue d’imager une particule de 10 nm.

Le faisceau laser & 532nm, de puissance moyenne 305 mW, est modulé en amplitude
a bkHz et est trées focalisé. Pour évaluer la surface de ce faisceau, nous avons procédé
de la méme maniére que pour les particules de 50 nm Sec.V.2.3.1. Le diamétre mesuré
de la tache laser valant 5pm, la puissance surfacique du faisceau de chauffage est
15MW.cm™2.

Nous présentons Fig.V.22(a) I'image reconstruite, aprés démodulation et filtrage spa-
tial, d'une particule de 10 nm. Pour obtenir I'image en volume de la particule, 'image
a été reconstruite dans des plans espacés d’un pas A, = 9.107% m, égal au pas d’échan-
tillonnage par la caméra dans le plan (x,y). Une coupe de ce volume le long de 'axe
z suivant la ligne pointillée est représentée Fig.V.22(b). Les détails du diagramme de
diffusion longitudinal ainsi obtenu sont a peine perceptibles.

Le RSB de cette image de particule de 10nm vaut ~ 5420 (sans unité). A 'aide
d’une simulation du signal holographique photothermique prenant en compte les
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(b) Toc= I
iy
L ‘ 7,

FiG. V.22 — Zoom de l'image photothermique reconstruite d’une particule de 10 nm
de diametre (a). Coupe xz du digramme de diffusion en 3D de la particule, suivant la
ligne pointillée (b). Les barres d’échelle représentent 1 gm.

conditions d’acquisition de cette image (puissance surfacique des lasers, diameétre
de la particule, etc), nous avons évaluer que nous devrions détecter une particule
de = 2,4nm avec un RSB limite de 1 (sans unité), dans les mémes conditions ex-
périmentales. Pour détecter des particules de diamétres inférieur, il est envisageable
d’augmenter la puissance surfacique du laser de chauffage.Bien que I'équipe du CP-
MOH de Bordeaux ait montré que le signal ne sature pas pour une puissance du
laser de chauffage élevée (> 1MW.cm™2) [36], il persiste un risque de provoquer des
dommages irréversibles pour la particule [18,138| et pour la matrice de PVA.

Avec la technique d’IPH, une particule de 10nm est imagée avec un RSB>100 (sans
unité) pour Pepgyp = 500 kW.cm™2, soit une puissance surfacique trente fois inférieure
a celle que nous avons utilisé pour imager la méme particule (10nm dans du PVA).
Si notre dispositif avait la méme sensibilité de détection, nous devrions avoir un
SNR de 9.10* pour la particule imagée Fig.V.22, soit une valeur 18 fois supérieure a
celle obtenue expérimentalement. La sensibilité de la détection synchrone multiplexée
est donc 18 fois moins bonne que celle de 'IPH. En effet, notre capteur est une
caméra CCD dont la dynamique est limitée a 2,5.10° photo-électrons/pixels pour
une acquisition, soit 2,5.10% photo-électrons/pixels/s pour un temps d’intégration de
100 ms, alors que les mono-détecteur utilisées en IPH sont beaucoup moins limités
en nombre de photons détectables par seconde : la transmission du signal capté par
une photodiode est quasi-instantanée, contrairement a une caméra CCD qui stocke
puis lit les photo-électrons. Ainsi, le faisceau sonde, hors de la bande plasmon de l'or,
peut étre intense en IPH ce qui n’est pas possible en holographie photothermique car
nous sommes limités par la dynamique de la caméra. En contre partie, notre dispositif
permet de faire de l'imagerie en volume de particules individuelles.

En conclusion, pour visualiser des particules de petites tailles, le laser de chauf-
fage est focalisé et le champ imagé réduit (20 um?) et équivalent & la surface imagée
en IPH. En terme de sensibilité, ’holographie photothermique est nettement moins
performante que 'IPH en raison de la dynamique limitée des capteurs CCD. A l'aide
d’une simulation, le diameétre d’une particule imageable en holographie photother-
mique pour Fepgyr = 15 MW.cm™2 a été évalué a 2,4nm.
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V.2.5 Conclusion sur I’holographie photothermique

L’holographie photothermique permet d’imager une surface importante (180 zm?)
avec un excellent RSB (8.10% sans unité) pour un temps d’acquisition relativement
court (5s) lorsqu’il s’agit de particules de dimensions relativement grandes (> 40nm).
Il est donc envisageable de faire de faire de 'imagerie en volume de nano objets en
mouvement. Lorsque la taille des particules diminue, il est nécessaire d’augmenter la
puissance surfacique du laser de chauffage en augmentant la puissance émise ou en
focalisant le faisceau laser. Pour des raisons techniques (puissance utile du laser a
532nm limitée & 1,1 W), le laser vert est focalisé et le champ imagé réduit (20 um?)
pour devenir équivalent & celui imagé en IPH. Dans ces conditions, il est envisageable
d’imager le diagramme de diffusion en trois dimensions de particules de diamétre
aussi petit que 2,4nm. Néanmoins, la limite de la dynamique des capteurs CCD par
rapport aux photodiodes rend la sensibilité de I’holographie photothermique 18 fois
moins grande que celle de 'IPH. Ainsi, pour imager une particule de dimension donnée
a RSB équivalent, I'holographie photothermique nécessite une puissance Pepq,f bien
plus élevé que 'IPH ce qui peut entrainer une détérioration de la particule.

V.3 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons d’abord présenté des images (2D et 3D) obtenues
avec le dispositif d’holographie hétérodyne hors axe en nous attelant a faire le lien
avec les propriétés démontrées dans le chapitre sur la théorie de I’holographie. Aprés
avoir montré l'intérét de I'effet photothermique, nous avons exposé le dispositif d’ho-
lographie photothermique ainsi que les paramétres caractéristiques des images obte-
nues en les comparant & celles des techniques d’holographie non photothermique et
d’imagerie photothermique hétérodyne.enté des images (2D et 3D) obtenues avec le
dispositif d’holographie hétérodyne hors axe en nous attelant a faire le lien avec les
propriétés démontrées dans le chapitre sur la théorie de I’holographie. Aprés avoir
montré U'intérét de Deffet photothermique, nous avons exposé le dispositif d’hologra-
phie photothermique ainsi que les parameétres caractéristiques des images obtenues en
les comparant & celles des techniques d’holographie non photothermique et d’'imagerie
photothermique hétérodyne.

Nous proposons, & présent, un tableau récapitulatif (Tab.V.6) des grandes caracté-
ristiques expérimentales de quatre techniques d’imagerie de nanoparticules d’or. Les
valeurs présentées ici correspondent a des images de particules de 50 nm de diamétre.

D’apreés les valeurs de RSB accessibles, la microscopie fond noir permet & peine de dé-
tecter des particules de 50 nm. La méthode d’holographie hétérodyne hors axe permet
d’ameéliorer le RSB d’un facteur 102 mais est limitée par le signal de fond provenant de
diffuseurs parasites. La modulation photothermique permet d’augmenter d’un facteur
103 le RSB des images puisque la sélectivité de la détection vis & vis des particules
d’or est accrue par rapport & I’holographie non photothermique. En effet, les diffu-
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RSB champ imagé | temps d’acquisition | imagerie
accessible (um?) (s) 3D
Microscopie 3
Fond Noir 1,5 2,5.10 5 non
Holographie X
Hétérodyne 1,5.10 2,5.10° 5 oui
Hors Axe
Holographie 5 .
Photothermique 1,5.10 177 > oul
Imagerie
Photothermique | 2,7.10° 25 > 70 non
Hétérodyne

TAB. V.6 — Tableau récapitulatif des parameétres caractéristiques de quatre techniques
d’imagerie de nanoparticules.

seurs parasites, n’absorbant pas dans la bande plasmon de l’or, ne sont pas détectés.
Enfin, la technique présentant le meilleur RSB accessible est 'imagerie photother-
mique hétérodyne grace a l’absence de limitation de la dynamique des photodiodes
par rapport aux caméras CCD que nous utilisons.

La microscopie fond noir et 'holographie hétérodyne hors axe sont, par définition, des
techniques plein champ. D’aprés le capteur utilisé (caméra CCD), ’holographie photo-
thermique est également une méthode plain champ néanmoins nous sommes contraint
de réduire la surface imagée quand le diamétre de la particule décroit puisqu’il est
nécessaire de focaliser le laser de chauffage pour augmenter la puissance surfacique de
celui-ci. Seule I'imagerie photothermique hétérodyne est basé sur un balayage point
a point de I’échantillon. C’est pourquoi elle ne permet pas d’imager des surfaces im-
portantes et nécessite un temps d’acquisition nettement supérieur a celui des autres
techniques.

Enfin, seules les techniques holographiques permettent 'imagerie en trois dimension
du diagramme de diffusion d’une particules individuelle & partir d’une acquisition
unique.
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Durant ce travail de thése, nous avons cherché a détecter et & caractériser des
nanoparticules d’or plongées dans un substrat transparent. De tels petits objets pré-
sentent de faibles sections efficaces d’interaction avec la lumiére. En effet, les sections
efficaces de diffusion et d’absorption décroissent respectivement en d® et en d3, ou d
est le diamétre de la particule. Par ailleurs, pour de petites particules métalliques,
un phénomeéne de résonance de plasmons de surface apparait lorsque la fréquence du
champ électromagnétique excitateur est proche de la fréquence d’oscillation propre
des électrons de conduction du métal. Ce phénomeéne exalte 'interaction de la lu-
miére avec les particules ce qui induit un accroissement de leurs sections efficaces.

Pour détecter et caractériser ces nano-objets, nous avons choisi de développer
des instruments de microscopie optique en champ lointain. Comme les dimensions
des nanoparticules sont inférieures & la longueur d’onde d’illumination, les images
obtenues, bien que permettant une détection et une localisation, sont non résolues en
raison de la limite de diffraction optique. Pour pallier les inconvénients des techniques
d’imagerie par balayage de I’échantillon, nous avons concu des dispositifs d’imagerie
en plein champ permettant d’acquérir des images d’échantillons de surface importante
(typiquement 100 x 100 um?) grace a une caméra CCD. Comme le signal a détecter
est trés faible, les nanoparticules sont illuminées dans des configurations de type fond
noir, soit via un dispositif en fond noir commercial, soit en réflexion totale interne, afin
de détecter la lumiére diffusée par I’échantillon, tout en évitant que I’onde excitatrice,
de forte intensité comparée au signal utile, ne parvienne jusqu’au détecteur. Pour
filtrer au mieux les signaux parasites, nous modulons le signal puis le détectons de
maniére synchrone sur tous les pixels de la caméra simultanément.

Pour le premier instrument que nous avons développé, le signal de diffusion des
nanoparticules est modulé grace a une modulation de la position de ’échantillon dans
le plan perpendiculaire & 'axe optique. Dans un premier temps, les nanoparticules
sont illuminée par une source incohérente et le signal détecté est proportionnel a
lintensité du champ diffusé, c.a.d. a la section efficace de diffusion variant en d®. Avec
un tel dispositif, nous avons détecté des particules de 30 nm de diamétre et en insérant
un spectromeétre imageur, nous avons mesuré le spectre de nanoparticules de 40 nm
de diameétre sur une gamme de longueur d’onde variant de 430 & 740 nm.
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Par la suite, les nanoparticules sont illuminées en lumiére cohérente a la longueur
d’onde de résonance plasmon de maniére & maximiser le signal de diffusion et & ac-
croitre la sélectivité de la mesure envers les nanoparticules par rapport aux nano-
diffuseurs parasites ne présentant pas de résonance de plasmons de surface. En raison
du changement du type de source, le signal détecté est 'interférence entre le champ
diffusé par les particules et le champ diffusé par le milieu et est donc directement
proportionnel & I’amplitude du champ diffusé, c.a.d. a la racine carrée de la section
efficace de diffusion qui varie comme d2. Ainsi, avec un dispositif interférométrique,
il est possible de détecter des nanoparticules de plus petites dimensions qu’avec un
dispositif & source incohérente car le signal décroit moins rapidement avec le diameétre
des particules. Grace a ce changement de source, le dispositif basé sur une modula-
tion spatiale nous a permis de détecter des nanoparticules de 10nm de diameétre en
illumination cohérente contre 30 nm en illumination incohérente, toutes choses égales
par ailleurs.

En vue de faire de 'imagerie rapide en trois dimensions de nanoparticules d’or,
nous avons développé un second type d’instrument basé sur le principe de 'holo-
graphie. Le signal est ici modulé en décalant la fréquence optique des bras signal et
référence I'un par rapport a l'autre de fagon a engendrer un battement de la figure
d’interférence, ou hologramme, dans le plan du capteur. L’hologramme modulé est
alors enregistré via un procédé de détection synchrone multiplexée, comme pour l’ins-
trument en modulation spatiale. L’image est reconstruite a partir de ’hologramme
suivant la méthode de convolution standard en filtrant les signaux parasites. En cal-
culant cette image pour différentes distances de reconstruction, il est possible de
reconstruire une image de I’échantillon en volume. Nous avons ainsi mesuré le dia-
gramme de diffusion en trois dimensions d’une nanoparticule de 200nm de diametre
a partir d’un unique hologramme. Dans la mesure ot le bruit limitant la détection de
nanoparticules d’or vient de la diffusion par le milieu et les nano-diffuseurs parasites,
il n’est pas possible de le filtrer en holographie numérique hétérodyne. Ainsi, la sen-
sibilité de ce dispositif est équivalente & celle du dispositif de modulation spatial en
lumiére cohérente.

Pour accroitre la sensibilité de 'instrument d’holographie numérique hétérodyne, nous
avons proposé de le coupler & une technique d’amplification du contraste basée sur
I’effet photothermique. Pour ce faire, les particules sont éclairées par un faisceau
a la longueur d’onde de résonance plasmon, de forte puissance qu’elles absorbent.
L’énergie absorbée est alors convertie en chaleur qui diffuse dans le milieu environnant,
ce qui modifie son indice de réfraction dans un volume limité par la longueur de
diffusion thermique dans le milieu. La bille d’indice ainsi créée diffuse la lumiére du
faisceau sonde du dispositif d’holographie hétérodyne, de longueur d’onde hors de
la bande de résonance plasmon. Le faisceau de chauffage est modulé en amplitude
de facon & moduler 'indice de réfraction du milieu, ce qui qui décale la pulsation
optique du signal. En ajustant les pulsations optiques des bras objet et référence,
la figure d’interférence modulée est enregistrée suivant le méme procédé de détection
synchrone multiplexée que précédemment. Les nano-diffuseurs parasites ne présentant
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pas d’accroissement de leur section efficace dans la bande de résonance plasmon de
l'or, la technique d’holographie hétérodyne photothermique est trés sélective envers
les nanoparticules d’or. Pour caractériser ce nouvel instrument, nous avons analysé le
signal photothermique détecté. Ainsi, nous avons déterminé qu’il varie linéairement
en fonction de la puissance du faisceau de chauffage, sans effet de saturation a forte
puissance, et qu’il se comporte comme un filtre passe-bas en fonction de la fréquence
de modulation en amplitude du faisceau de chauffage. Avec ce dispositif nous avons
imagé des particules de 10nm de diamétre en trois dimensions avec un excellent
rapport signal & bruit (> 5.10%) et nous envisageons donc d’imager des particules de
diameétre allant jusqu’a 2,4 nm.

Divers développements et applications sont envisagés pour les deux types d’ins-
truments que nous avons développés. Grace a ’holographie photothermique, des par-
ticules d’or de diamétres aussi petit que 5nm sont localisables en trois dimensions
méme en présence d’'un fond parasite diffusant important, comme c’est le cas dans
I’étude d’échantillons biologiques. Ainsi, dans le cadre de ’ANR 3DNanoBioCell, nous
envisageons de détecter des nanoparticules d’or fonctionnalisées et fixées sur la mem-
brane ou dans les organites d’une cellule vivante permettant une imagerie fine de ces
objets complexes puis nous nous proposons d’étudier les déformations d’une cellule
soumise & une contrainte mécanique.

Les deux instruments holographiques photothermique et non photothermique dévelop-
pés autorisent une imagerie en volume de particules en mouvement. Par effet Doppler,
les déplacements des objets imagés engendrent un décalage de la fréquence optique du
faisceau sonde, proportionnel a la vitesse de l'objet. Ainsi, en ajustant le décalage en
fréquence optique entre les bras sonde et référence a ’aide des modulateurs acousto-
optiques, il est possible de sélectionner les objets détectés en fonction de leur vitesse
de déplacement. A court terme, nous nous proposons d’imager des nanoparticules en
suspension dans un fluide visqueux animées d’un mouvement brownien.

Comme nous ’avons vu en imageant le diagramme de diffusion d’une particule de
200nm de diameétre, 'instrument d’holographie non photothermique permet une ima-
gerie en volume de I"amplitude d’un champ diffusé avec une bonne définition dans les
trois directions. Ainsi, nous souhaitons utiliser cet instrument pour étudier ’exaltation
du champ diffusé engendrée par des nano-structures organisées de maniére résonante,
de type nano-antenne. Ces structures réagissant de maniére variable en fonction de la
longueur d’onde d’illumination, nous allons combiner les mesures en trois dimensions
du diagramme d’émission & des mesures spectrales grace au dispositif de spectroscopie
basé sur une modulation spatiale.

A plus long terme, nous souhaitons utiliser le dispositif d’holographie non photo-
thermique comme un microscope optique en champ proche a sondes multiples : Des
nanoparticules seraient réparties de maniére assez diluée & la surface de ’échantillon
afin d’éviter les interférences entre les différents signaux et seraient animées d’un mou-
vement brownien qui leur permettrait de balayer toute la surface de 1’échantillon &
une grande échelle de temps. A une échelle de temps plus courte, correspondant aux
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acquisitions, le barycentre de chaque particule serait localisé en trois dimensions et
le champ évanescent local diffusé par chaque sonde serait enregistré en paralléle en

plein champ.

158



Annexe 1 : Fabrication des
échantillons de nanoparticules d’or
1solées disposées en film mince

Les échantillons sont préparés par spin-coating d’une solution de nanoparticules
d’or dans de 'alcool polyvinyle (PVA) sur une lame de verre d’l mm d’épaisseur. La
concentration de la solution en nanoparticules et la vitesse de rotation de spin-coating
ont été choisies de facon a ce que I’échantillon contienne moins d’une particule par
pm?. Ainsi, les taches d’Airy correspondant au signal diffusé par les particules ne se
recouvrent pas. Pour les expériences de photothermie ’échantillon de particules d’or
immobilisées dans le PVA est couvert d’huile de paraffine pour assurer une diffusion
homogeéne de la chaleur.

.1 Nettoyage des lames de verre

Dans la mesure ot nous voulons détecter des nano-objets, il est indispensable que
I’échantillon fabriqué ne contienne pas d’objets de mémes dimensions ou de propriétés
similaires aux nanoparticules d’or, comme des poussiéres, des résidus minéraux ou
organiques. L’idéal serait donc de concevoir les échantillons en salle blanche. Cela n’a
pas été le cas pour les expériences présentées dans cette thése. Le substrat utilisé pour
déposer les nanoparticules d’or est une lame de verre prénettoyée standard. Comme
ces lames ne présentent que trés peu de résidus organiques, il n’est pas nécessaire de les
faire tremper dans de I'acide persulfurique (H2S50y). Par contre, de nombreux résidus
minéraux, résultant probablement de la découpe des plaques de verre, sont présents.
Pour éliminer ces éléments diffusants de dimensions nanométriques a micrométriques,
les lames de verre subissent trois rincage successifs :

— Un premier & 'eau déionisée pour supprimer toutes les poussiéres et résidus

minéraux.

— Un deuxiéme & ’éthanol pour éliminer les rares résidus organiques.

— Un dernier a I’eau déionisée pour éviter le dépot de résidus d’éthanol.
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Apres ces ringages, ’échantillon est séché a ’aide de tissu absorbant ne déposant pas
de nouvelles poussiéres.

.2 Nanoparticules d’or industrielles

Les nanoparticules d’or (BBI) sont en suspension dans l'eau avec un résidus de
HAuCly (0.01% en concentration) issu du procédé de fabrication et présentent une
distribution en taille de type gaussienne. Les parameétres caractéristiques de ces dis-
tributions sont présentés Tab.7 sept tailles de nanoparticules. La concentration en
masse des colloides étant constante pour tous les diameétres de particules, le nombre
de particules par mL croit quand le diamétre des particules diminue.

diameétre moyen (nm) | 200 100 50 40 30 20 10
écart type <4% | <4% | <4% | <4% [ <4% | <4% | <3%

particulesparmL  17,0.10° |5,6.10° [4,5.10'°(9,0.10°(2,0.10""|7,0.10""|9,7.10"

TAB. 7 — Valeur moyenne et écart type (en pourcentage du diamétre moyen) de la
distribution gaussienne du diameétre des nanoparticules d’or BBI.

.3 Matrice d’alcool polyvinyle (PVA)

Afin de supprimer les mouvements browniens des particules en suspension dans
leau, elles sont fixées dans une matrice solide d’alcool polyvinyle qui présente des
propriétés chimiques et optiques appropriées & nos expériences. En effet, la solution
d’alcool polyvinyle est congue par dissolution de poudre d’alcool polyvinyle dans de
I'eau (1% en masse) en chauffant (~ 90°). Cette solution étant acqueuses, les particules
en suspension dans l'eau se disperse aisément via & un agitateur électrique. Une fois
séché, le PVA a température ambiante présente un indice optique trés proche de celui
du verre (n = 1.50) ce qui permet de minimiser les réflexions parasites a Uinterface
PVA-verre.

Pour obtenir un nombre & peu prés constant de particules d’or par mL (= 4.10%)
quel que soit leur diamétre, la solution meére de particules est diluée a différentes
concentration volumiques dans la solution de PVA.

.4 Spin-coating et conservation des échantillons

Une goutte de 40 uLL est étalée par spin-coating sur la lame de verre puis séchée
a lair libre. I'épaisseur du film de PVA est évaluée expérimentalement entre 50 et
100 nm
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Les échantillons ainsi préparés sont rangés dans des boites a lames préalablement
nettoyées au I’Argon sous pression et scellées par un film de paraffine pour éviter tout
échange avec l'extérieur et conservés a l’abri de la lumiere. Dans ces conditions de
conservation, le PVA vieillit peu et les échantillons peuvent étre utilisés plus d’un
mois aprés leur conception.
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Annexe 2 : Documentation caméra
Ropper Cascade 512F
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Annexe 2 : Documentation caméra Ropper Cascade 512F

Photometrics®

Cascade:512F

512 x 512 imaging array
16 X 16-um pixels

The Photometrics Cascade:512F digital imaging system from Roper Scientific ~ * offers
very high sensitivity through the use of on-chip multiplication gain. A 512 x 512-pixel
array (16 x 16-pm pixels) enhances this sensitivity, while providing good field of view.
The 16-bit, thermoelectrically cooled system can be operated at 10 MHz for high-speed
image visualization or more slowly for high-precision photometry. Supravideo frame
rates are achievable via subregion readout. The camera can be configured with dual
amplifiers in order to ensure optimal performance not only for applications that demand
high sensitivity (e.g., single-molecule fluorescence), but also for those requiring wide
dynamic range (e.g., standard live-cell fluorescence).

Features

Benefits

On-chip multiplication gain

Very high sensitivity
Low-noise, impact-ionization process

512 x 512 imaging array
16 x 16-um pixels

Good field of view and sensitivity
Good resolution

10-MHz readout
5-and 1-MHz readout

Excellent for high-speed image visualization
Perfect for high-precision photometry

Dual amplifiers*

Select readout mode via software for optimized (1) high-speed / high-sensitivity performance or
(2) wide-dynamic-range performance

16-bit digitization

Good dynamic range allows detection of both bright and dim signals in the same image

Frame-transfer CCD

100% duty cycle to collect continuous data
No mechanical shutter required

Thermoelectric cooling

Reduces background for high sensitivity

C-mount

Easily attaches to microscopes, standard lenses, or optical equipment

PClinterface

W orks with Windows * (98SE and later) and Mac operating systems

Enhanced PVCAM
Circular buffers
Device sequencing

Compatibility with numerous third-party software packages
Provides real-time focus
Enables precise integration with shutters, filter wheels, etc.

*The camera is also available in a configuration that features an “on-chip multiplication gain” amplifier only.

Y24
Yy

Cascade
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Annexe 2 : Documentation caméra Ropper Cascade 512F

Region

512x512  256x256 128x128  64x64
1x1 27 49 81 121
—— .
£ 2x2 48 81 121 161
£
/‘/ “ axa 81 122 165 194
' ‘ Ny 6x6 106 147 185 210

200 300 400 500 600 00 800 900 1000 100

Wavelength (nm) (Frames per second)

Note: Frame rates are measured at 10 MHz with 0-second exposure times.

Specifications

CCD image sensor E2V CCD87; front-illuminated, frame-transfer CCD with on-chip multiplication gain;
available with Metachrome * Il UV-enhancement coating
CCD format 512 x 512 imaging pixels; 16 x 16-um pixels; 8.2 x 8.2-mm imaging area (optically centered)
Linear full well
single pixel 250 ke-
output node 800 ke- (“on-chip multiplication gain” amplifier)
Readout bits/speed 16 bits @ 10 MHz, 5 MHz, and 1 MHz

“On-chip multiplication gain” amplifier (port #1)  “Traditional” amplifier (port #2)

Read noise ~45 e-rms @ 5 MHz ~10e-rms @ 1 MHz
~60 e-rms @ 10 MHz ~15e-rms @ 5 MHz
Read noise effectively reduced to <1 e- rms
with on-chip multiplication gain enabled

On-chip multiplication gain 1 to 500x (guaranteed) Not applicable
1to 1,000x (typical)
Software controlled in 4,096 steps

Parallel (vertical) shift rate 1.6 psec/row

CCD temperature -30°C (regulated)

Dark current 1.0 e-/p/s @-30°C

Binning Flexible binning capabilities in parallel direction; 1, 2, 3,4, 5, and 6 binning in serial direction
Video output RS170/PAL selectable

Operating environment 0to 30°C ambient, 0 to 80% relative humidity noncondensing

Note: Specifications are subject to change.

When you're SERIOUS  about high-performance imaging...
USA East Coast 609.587.9797 USA West Coast 520.889.9933 Benelux  +31.347.324989
www.roperscientific.com France +33.160.86.03.65 Germany  +49.89.660.779.3 Japan  +81.43.274.8022

Cascade:512F Rev CO
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