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Résumé

L’ingénierie moléculaire a développé au cours des dix dernieres années, des struc-
tures moléculaires optimisées pour leur réponse non-linéaire quadratique. Dans ce tra-
vail, nous avons montré que ’analyse des propriétés de polarisation de la fluorescence
a deux photons et de la génération du second harmonique constitue un moyen ori-
ginal de déterminer 1’organisation et l'orientation de ces molécules lorsqu’elles sont
disposées dans une matrice polymere ou lorsqu’elles forment un réseau cristallin. Cette
analyse, menée dans une configuration de microscopie non-linéaire a deux photons, a
permis d’étudier ces processus non-linéaires a des échelles réduites et d’identifier des
symétries cristallines spécifiques. La nature cristalline d’agrégats moléculaires isolés
de taille nanométrique a ainsi pu étre mise en évidence. Il a également été possible
de déterminer leur orientation a partir d'un modele théorique. Enfin, un montage de
détection cohérente de la génération du second harmonique collectée par microscopie

a été mis en ceuvre de facon a gagner encore en sensibilité.

Mots clés: microscope non-linéaire a deux photons, génération du second harmo-
nique, fluorescence a deux photons, analyse en polarisation, organisation moléculaire,

polymere, cristal, nanocristal, détection cohérente.

Abstract

Molecular engineering has been enriched by the design of optimized molecular struc-
tures for nonlinear quadratic optics the last decade. We present in this work high resolu-
tion two-photon excitation microscopy studies using both two-photon fluorescence and
second harmonic generation, in order to probe molecular organization and nonlinear
optical responses at sub-microscopic scales in different environments such as polymers
and crystals. Polarization resolution of the two-photon excitation processes allowed us
to retrieve unambiguous information on the crystalline structure and the orientation of
nanometer size molecular aggregates, as well as micro-crystals of known symmetry, ac-
cording to a theoretical model. An homodyne detection of second harmonic generation

has also been developed in order to increase the sensitivity of our setup.

Keywords: mnonlinear microscopy, second harmonic generation, two-photon excited
fluorescence, polarization analysis, molecular arrangement, polymer, crystal, nanocrys-

tal, homodyne detection.
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Introduction

Si M. GOPPERT MAYER a montré des 1931, qu'un systeme quantique tel qu’un
atome ou une molécule pouvait étre excité par absorption multi-photonique [1], ce n’est
qu’en 1961 et grace a ’apparition des sources laser qu’un processus non-linéaire a pu
étre mis en évidence. Dans une premiere expérience marquant la naissance de I'optique
non-linéaire, P.A. FRANKEN a réussi a générer une onde harmonique dans un cristal
de quartz, en utilisant un laser a rubis [2]. Aujourd’hui, les processus non-linéaires
en optique sont a la base de tres nombreuses applications. Grace aux techniques de
conversion de fréquence, le domaine de longueur d’onde accessible aux lasers s’étend
du térahertz jusqu’a l'ultraviolet lointain. La fabrication de guides d’onde non-linéaires
et de composants électro-optiques aura tres certainement d’importantes répercussions
dans le domaine des télécommunications optiques. La spectroscopie non-linéaire est un
moyen d’investigation des propriétés de la matiere, depuis ’atome jusqu’a I’analyse des
écoulements liquides et des jets de gaz.

L’optique non-linéaire est également a l'origine d’avancées majeures en microscopie
optique, en particulier pour 'imagerie biologique [3, 4, 5, 6]. Ainsi, la microscopie a
deux photons est aujourd’hui une technique couramment utilisée, depuis sa premiere
réalisation en 1990 dans 1'équipe de W.W. WEBB [7]. La microscopie sous excitation
bi-photonique présente en effet de nombreux avantages par rapport a la microscopie
confocale & un photon [8, 9]. Ce type de microscopie a une trés bonne résolution spa-
tiale intrinseque, qui vient du fait que 'excitation a deux photons n’a lieu que dans un
petit volume centré sur le point de focalisation du faisceau de pompe. Par une analyse
point a point, elle permet de faire une imagerie tri-dimensionnelle en limitant le bruit
de fond. De plus, 'utilisation d’une radiation infrarouge pour I'excitation augmente la
profondeur de pénétration des milieux diffusants comme les tissus biologiques, tout en
limitant la photodestruction des milieux cellulaires sondés. Les longueurs d’onde d’ex-
citation et d’émission sont également bien séparées puisque dans la cas d'une excitation
bi-photonique de la fluorescence, la longueur d’onde d’excitation est pratiquement le
double de la longueur d’onde d’émission. On peut ainsi isoler facilement le rayonnement

émis de la lumiere diffusée par 1’échantillon.



2 Introduction

Une des raisons du succes de la fluorescence par absorption a deux photons tient
au développement des sources laser impulsionnelles dans le domaine infrarouge [10].
L’utilisation du laser solide a saphir dopé titane (Ti:Sa), apparu pour la premiere fois
en 1991 [11], a donné un souffle nouveau a toute 'optique non-linéaire. Surpassant les
lasers a colorant, le laser Ti:Sa présente en effet une tres grande accordabilité en lon-
gueur d’onde — de 700 nm a plus de 1 ym — et une grande robustesse. Dans le régime
de fonctionnement femtoseconde, il est possible d’obtenir par auto-blocage de mode
des impulsions lumineuses tres breves, de 'ordre de 10 a 100 fs. Les puissances crétes
correspondantes sont alors suffisamment élevées pour induire une excitation efficace a
deux photons des molécules.
L’ingénierie moléculaire a également joué un role déterminant grace au développement
de structures moléculaires optimisées pour leur efficacité vis-a-vis de la fluorescence a
deux photons et/ou de la génération du second harmonique [12, 13, 14, 15]. Elle a ainsi
permis la synthese d’un certain nombre de molécules non-linéaires, caractérisées par des
structures fortement conjuguées facilitant le transfert de charge. A Déchelle macrosco-
pique, des matériaux organiques a base de polymere ont été développés pour leur cotut
et leurs performances en optique intégrée, tant pour des applications passives — guides
d’onde, filtres — qu’actives comme la modulation électro-optique [16, 17]. Historique-
ment, les premiers matériaux non-linéaires sont des cristaux organiques moléculaires.
Ceux-ci présentent un ordre moléculaire rigide et stable. Ils ont montré de bonnes per-
formances dans des applications comme ’oscillation paramétrique optique (OPO). Ces
matériaux renaissent aujourd’hui sous la forme de cristaux efficaces pour la génération
de signaux térahertz basée sur l'effet paramétrique [18] mais aussi en tant que nano-

cristaux pour de nouvelles applications [19, 20].

Les nombreux avantages de la fluorescence a deux photons ont été mis a profit pour
I'imagerie dans le domaine des neurosciences [21] et en biologie du développement [22].
La microscopie par génération du second harmonique étant plus spécifique aux ordres
moléculaires non-centrosymétriques, elle est utilisée pour distinguer des arrangements
ordonnés de molécules au niveau des membranes artificielles [23] ou cellulaires [24]. En
effet, les molécules dispersées aléatoirement au sein de la cellule ne vont donner aucun
signal de second harmonique, ce qui conduit a un bon contraste de détection de la
membrane. Les premieres applications qui émergent dans ce domaine sont la détection
de potentiels membranaires [25, 26] et de potentiels d’action transitoires dans les neu-
rones [27]. Ainsi, 'apparition d’'un signal de second harmonique est la signature d’une
modification de potentiel local. Parallelement a ces études qui nécessitent des sondes

fluorescentes et /ou non-linéaires, des travaux sur les réponses non-linéaires intrinseques



commencent a apparaitre. Il est en effet possible d’utiliser de telles techniques sans mar-
quage pour rendre compte du métabolisme cellulaire, en étudiant I’émission propre de
certains composants des cellules et tissus [28, 29]. Ces travaux ont montré les forts
potentiels de I'imagerie, mais les études plus poussées sur les renseignements apportés
quant aux arrangements bio-moléculaires sont encore rares. Les réponses non-linéaires
de génération du second harmonique et de fluorescence a deux photons contiennent
cependant une large gamme d’informations sur la maniére dont les molécules sont
agencées et sur leur dynamique, ce qui peut amener a une meilleure compréhension des
relations entre les structures et leurs fonctions biologiques. Comme nous le montrerons
dans ce travail, ces effets permettent également d’ouvrir de nouvelles perspectives dans

I’étude des nano-structures.

L’objectif de cette these est d’élaborer une méthode permettant de rendre compte du
comportement orientationnel et structurel d’arrangements moléculaires a des échelles
sub-millimétriques: la microscopie non-linéaire polarisée. Nous avons ainsi cherché a
caractériser l'organisation locale des molécules a I'intérieur de divers matériaux, en uti-
lisant la sensibilité de leurs réponses optiques non-linéaires, vis-a-vis des orientations
des dipoles moléculaires. Nous montrerons que de nombreuses informations sur 1’orien-
tation des chromophores peuvent étre déduites de la polarisation des champs rayonnés.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’étude de l'orientation des
molécules dans des milieux polymeres et cristallins. Nous avons pour cela développé
une technique d’analyse en polarisation des signaux de fluorescence a deux photons et
de génération du second harmonique détectés dans un montage de microscopie non-
linéaire a deux photons. Cette technique consiste a mesurer les variations des signaux
émis dans deux directions de polarisation complémentaires, lorsqu’on change la direc-
tion de la polarisation du faisceau de pompe.

Apres avoir validé cette technique, nous ’avons appliquée a des structures qu’il se-
rait impossible d’étudier par des mesures macroscopiques. Nous nous sommes ainsi
intéressés a des nanocristaux organiques et a des nanospheres de latex dopées en chro-
mophores, la résolution du microscope permettant d’analyser ces nano-objets indivi-
duellement. La perspective de ces études est d’obtenir des nanosondes non-linéaires
connues et caractérisées, présentant des propriétés optiques intéressantes. De telles
structures seraient complémentaires des nanocristaux inorganiques fluorescents déja
utilisés en biologie [30, 31] ou des nanoparticules métalliques détectées par contraste

thermique [32].



4 Introduction

Plan de la these

Dans le premier chapitre, nous présenterons de maniere synthétique les processus
d’émission faisant intervenir une excitation bi-photonique. Cette partie permettra de
mettre en évidence les différences fondamentales entre la fluorescence a deux photons
et le rayonnement cohérent émis par génération du second harmonique.

Dans le chapitre 2, le montage de microscopie non-linéaire a deux photons sera décrit
et nous présenterons la technique d’analyse en polarisation sur laquelle ce travail de
these est fondé. Elle sera appliquée a un premier échantillon “modele”, composé de
molécules fluorescentes orientées aléatoirement dans une matrice polymere. L’étude de
la réponse optique de cet échantillon nous indiquera en particulier les biais liés aux
spécificités du montage qu’il est nécessaire de prendre en compte dans la modélisation
des données expérimentales.

Dans le chapitre 3, nous nous intéresserons a la réponse optique d’un ensemble de
molécules orientées sous champ électrique grace a leur moment dipolaire électrique
permanent. En adaptant une méthode de photolithographie utilisée pour la gravure de
modulateurs électro-optiques, nous détaillerons tout d’abord les étapes de fabrication
des électrodes permettant d’appliquer le champ électrique. Nous procéderons ensuite
a l'analyse en polarisation des rayonnements de fluorescence a deux photons et de
génération du second harmonique. Nous mettrons en évidence leur complémentarité
par rapport aux symétries moléculaires mises en jeu. Des mesures de contraste de po-
larisation effectuées avec un montage de microscopie confocale pour déterminer 1’orien-
tation de molécules isolées viendront compléter cette étude. Nous montrerons qu’il
est ainsi possible d’explorer le comportement orientationnel des molécules sous champ
électrique, a I’échelle d’une entité isolée.

Dans le chapitre 4, la technique d’analyse en polarisation sera appliquée a des structures
cristallines. Nous nous intéresserons en particulier a trois cristaux non-linéaires orga-
niques présentant des propriétés de symétrie tres différentes. Les mesures conjointes
de la fluorescence a deux photons et de la génération du second harmonique nous
permettrons de retrouver I'orientation des molécules a l'intérieur de ces structures cris-
tallines. L’analyse quantitative des niveaux de signaux détectés conduira également a
une estimation de leur efficacité vis-a-vis du doublage de fréquence.

Dans le chapitre 5, nous tirerons profit de la résolution spatiale du microscope non-
linéaire a deux photons, pour étudier la réponse optique de nano-objets non-centro-
symétriques tels que des nanocristaux organiques dispersés dans une couche mince de
matériau sol-gel et des nanospheres de latex soumises a des contraintes mécaniques.
Enfin, nous montrerons dans le dernier chapitre, qu’il est possible de faire une détection

cohérente des signaux de génération du second harmonique collectés par 'objectif de



microscope. Ce type de détection est le prolongement naturel des études précédentes.
Il permet de caractériser 'orientation de structures moléculaires en mesurant a la fois
I'intensité et la phase des signaux émis par génération du second harmonique. Ce
type de détection est également un moyen puissant pour analyser des champs optiques
cohérents ne contenant qu’un tout petit nombre de photons [33]. Cette expérience
préliminaire ouvre ainsi des perspectives intéressantes sur la détection du rayonnement
du second harmonique de nano-objets individuels et peut-étre méme d’une molécule

unique !
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Chapitre 1

Processus non-linéaires d’ordre

deux

Dans le cadre de cette these, nous nous limiterons a l’étude des processus non-
linéaires faisant intervenir une excitation bi-photonique, c’est-a-dire la fluorescence
par absorption a deux photons (FDP) et la génération du second harmonique (GSH).
Le but de ce premier chapitre est donc de rappeler les mécanismes et les propriétés
relatifs a ces deux processus, en les comparant a la fluorescence a un photon. Nous
mettrons en évidence les propriétés de cohérence propres a chacun de ces rayonnements.
Nous pourrons ainsi dégager les points clés des modeles qui nous permettront par la
suite d’interpréter les données expérimentales obtenues avec des échantillons sondés

par microscopie non-linéaire a deux photons.

1.1 Fluorescence a un photon

Nous allons faire ici une description simplifiée des processus de diffusion élastique
et inélastique, afin d’esquisser ce qui fait I'intérét de la fluorescence a deux photons et

de la génération du second harmonique.

1.1.1 Diffusion élastique et inélastique de la lumiere

La lumiere émise par un systeme quantique tel qu'un atome ou une molécule, pi-
lotée par une onde électromagnétique monochromatique, présente des propriétés tres

intéressantes.
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Diffusion de la lumiere élastique

Considérons un atome individuel au repos comportant deux niveaux d’énergie (¢)
et (e). On soumet cet atome a une onde électromagnétique monochromatique de pulsa-
tion w, telle que Aw soit tres petit devant la différence d’énergie E, — E, entre 'état fon-
damental et 1’état excité (figure 1.1a). Dans ces conditions d’excitation hors résonance,
I’atome va rayonner une onde a la méme pulsation, selon un processus de diffusion
élastique, appelée diffusion Rayleigh. Le spectre du rayonnement émis, tel qu’il peut
étre mesuré en utilisant une technique d’interférométrie hétérodyne, est dans ce cas
composé d’un pic étroit centré autour de la pulsation incidente (figure 1.1b), la lumiere

diffusée étant cohérente vis-a-vis de ’excitation.

o —
(a) 1
0 = y k|
(e) L !
I T
= ! 1
S i "
W W
(9) 200 -100 0 100 | 260

Aw (Hz)

Fic. 1.1 — (a) Diffusion Rayleigh d’un atome a deux niveauz. (b) Spectre de diffusion
élastique d’un ion **Mg™ piégé, obtenu par interférométrie hétérodyne. Cette courbe est
issue de la Réf. [34].

Diffusion inélastique et fluorescence de résonance

On peut maintenant se demander ce qu’il advient lorsque la pulsation incidente se
rapproche de la pulsation de résonance.
A faible intensité du faisceau excitateur, la diffusion résonnante reste cohérente . Celle-
ci devient progressivement incohérente au fur et & mesure que l'intensité augmente [35,
36]. Ainsi, au voisinage de l'intensité de saturation, le pic de diffusion élastique se
transforme en un pic de diffusion inélastique, dont la largeur est fixée par la durée de

vie radiative du systeme (figure 1.2). Le processus peut alors étre modélisé par une

1. Dans ce cas, le processus de diffusion peut en effet étre traité par le modele classique de 1’électron
élastiquement lié, rayonnant a la méme pulsation que le champ incident.
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absorption d’un photon incident, suivi d’'une réémission sans relation de phase. Dans

ce cas, la lumiere diffusée est appelée “fluorescence de résonance”.

R ©

[ o274 77277

()]

Fi1G. 1.2 — Fluorescence de résonance d’un atome a deuxr niveauz.

1.1.2 Fluorescence d’une molécule en matrice solide

Nous avons jusqu’a maintenant considéré un atome isolé. En pratique, nous al-
lons plutot nous intéresser au rayonnement de fluorescence émis par des molécules
dispersées dans une matrice solide, qui peut étre un matériau polymere ou un cristal
hote. Il faut alors prendre en compte les couplages non-radiatifs avec la matrice, qui ont
comme conséquence que le dipole d’émission a perdu toute information sur le proces-
sus d’excitation. Le rayonnement émis est par conséquent caractérisé par un déphasage
aléatoire par rapport au rayonnement incident, correspondant ainsi a une émission de

fluorescence totalement incohérente. Ces couplages non-radiatifs sont illustrés par le

()
S2 :
= — o)
i Reconversion interne
! 2 3
; T = —20 2
St Tt s 8
Y ¥ g 15
3 3
5 10
. o
Absorption Fluorescence 2 05 3
g g
W w 2 T T =T 1 00
F 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)
So ¥

Fic. 1.3 — (a) Diagramme de JABLONSKI (b) Spectre d’absorption & un photon et

spectre d’émission d’une molécule fluorescente de Nile Red (cf. figure 1.4b).

diagramme de JABLONSKI, représenté sur la figure 1.3a. Ils sont a I'origine du décalage



10 Processus non-linéaires d'ordre deux

de Stokes puisque la longueur d’onde d’émission sera systématiquement plus grande
que la longueur d’onde d’absorption. Ce décalage apparait clairement dans le spectre
d’absorption et d’émission des molécules fluorescentes (figure 1.3b). Enfin, I'émission de
fluorescence est caractérisée par son rendement quantique 7. Ce parametre correspond
a la probabilité d’émission d'un photon de fluorescence apres excitation de la molécule,
en prenant en compte les différents processus de désexcitations non radiatives a partir

des niveaux excités peuplés par I’absorption du faisceau pompe [9].

1.2 Fluorescence a deux photons

1.2.1 Cas particulier de ’excitation bi-photonique

La fluorescence a deux photons correspond a I’émission d’un photon de fluores-
cence, apres 1’absorption résonnante et simultanée de deux photons [37]. L’énergie des
photons incidents hw doit par conséquent étre bien adaptée a la transition mise en jeu.
C’est typiquement le cas avec une source d’excitation infrarouge et des molécules fluo-
rescentes absorbant autour de 500 nm. L’efficacité de la fluorescence a deux photons
est étroitement liée & la section efficace d’absorption a deux photons o, qui se trouve
étre particulierement importante dans les systemes moléculaires fortement conjugués,
caractérisés par de forts moments dipolaires de transition. Un exemple de molécule

efficace vis-a-vis de la fluorescence a deux photons est représentée sur la figure 1.4b.

(@) [%LH
R ) b
. (b)
. N
A W, N

® (C,Ho),N 0 0
.
= @)

Fic. 1.4 — (a) Illustration du processus d’émission de fluorescence aprés absorption
simultanée de deux photons. Les élats (g) et (e) sont les états fondamental et excité de
la molécule. Le niveau représenté en pointillé est un état virtuel.(b) Formule développée
d’une molécule de Nile Red pour laquelle une excitation par absorption de deux photons

infrarouges est réalisable.
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Notons que les regles de sélection relatives a la transition vers 'état excité sont
différentes de celles pour la fluorescence a un photon [38]. Cela peut notamment se
répercuter sur les spectres d’absorption et d’émission de la molécule. Ceci est en par-
ticulier vrai pour les molécules centrosymétriques, pour lesquelles les niveaux a deux
photons sont généralement plus haut en énergie que pour 'excitation a un photon. Il
en résulte un décalage spectral vers le bleu du spectre d’excitation a deux photons [39)].
Ainsi, la longueur d’onde correspondant a une absorption bi-photonique optimale n’est
pas systématiquement égale au double de la longueur d’onde pour laquelle I’absorption

a un photon est maximale.

1.2.2 Expression de ’intensité de fluorescence a deux photons

Dans le cas d'une absorption bi-photonique, le nombre de photons détectés par

unité de temps et de volume s’écrit?:

1
N — N x| x {7]50(2) Iﬁ} (1.1)

avec
3.

I

— N : nombre de molécules fluorescentes par unité de volume en cm™

K : facteur expérimental détaillé plus loin;

1.

— 0@ : section efficace d’absorption & deux photons exprimée en cm®*-s-photon—";

7n: rendement quantique de fluorescence prenant en compte l'existence de transi-
tions non-radiatives a partir du niveau excité ;

— I, : flux de photons incidents exprimé en photon-cm=2-s71.

Faisons quelques commentaires sur I'expression (1.1):

— Le facteur 1/2 traduit le fait qu'un seul photon est émis lorsque deux photons du

faisceau pompe a w sont absorbés.

— La dépendance quadratique en [, est caractéristique d’un processus non-linéaire
du second ordre. Cette dépendance implique que A ¥ est proportionnel & |Ew|4,

si F, représente le champ incident monochromatique a la pulsation w.

— Les sections efficaces d’absorption a deux photons sont typiquement de ’ordre de
10=% cm*-s-photon—!. Elles sont mesurées en comparant les niveaux des signaux
de fluorescence émis avec ceux obtenus avec un chromophore de référence, ou en

mesurant la dépendance en I2 de absorption non-linéaire [40].

2. Dans le cas de la fluorescence & un photon, on a N o Npo I, ou la section efficace
d’absorption & un photon ¢(*) est exprimée en cm?. Elle est typiquement de ordre de 1076 ¢cm? pour
un chromophore fluorescent efficace a température ambiante.
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— On peut définir une section efficace de fluorescence a deux photons par le produit
de la section efficace d’absorption a deux photons et du rendement quantique
de fluorescence. Ce dernier étant souvent proche de 'unité pour les molécules
considérées, la section efficace o, = 1 x 0® sera également de l'ordre de
10~% cm?-s-photon~1.

— La section efficace d’absorption & deux photons o(® est proportionnelle & |jZys|?,
OU flaps représente le moment dipolaire de transition de (g) — (e), également
appelé dipole d’absorption.

— Lerendement quantique de fluorescence 1 dépend quant a lui du moment dipolaire
de transition de (e) — (g), également appelé dipole d’émission et noté jicy,.

— Le facteur expérimental K rend compte de 'efficacité de la collection, de la sen-
sibilité du détecteur mais aussi de la polarisation de la lumiere incidente (qui va
rendre I'absorption a deux photons plus ou moins efficace suivant I'orientation
relative des molécules fluorescentes [41]) et de la direction d’analyse ;. En no-
tant flabs, flem €t Ew les vecteurs normalisés associés respectivement aux dipoles
d’absorption, d’émission et au champ incident, le facteur expérimental K est tel
que *:

K x ’/labs : Ew|4 mem ’ ﬁ1|2' (1'2)

Dans le cadre de cette these, nous nous intéresserons plus particulierement a 1’effet
de la polarisation incidente et de la direction d’analyse sur l'intensité des signaux de

fluorescence détectés. Nous modéliserons donc cette intensité par I’expression:
Fluo - Sod s =2
A X |ljlabs : Ewl |,uem : U1| 5 (13)

sans nous préoccuper du facteur de proportionnalité. Les termes Pps = |iZaps - Ew|4 et
Poy = |flom - 1;|* seront respectivement appelés probabilités d’absorption et probabilité

d’émission.

1.3 (Génération du second harmonique

1.3.1 Processus d’émission au niveau moléculaire

Lorsqu’elle est soumise a un rayonnement suffisamment intense de pulsation w, une
molécule non-linéaire partant de son état fondamental (g), peut absorber deux pho-

tons d’énergie Aw et revenir simultanément a I'état (g) en émettant un seul photon

3. Ceci n’est valable que dans le cas des molécules de type “batonnet”. Pour des structures
moléculaires plus complexes, on utilisera le formalisme tensoriel (cf. chapitre 4).
4. Avec une excitation mono-photonique, on aurait eu K o |fiabs - E‘w|2 |flom - 0 |?.
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d’énergie 2hw. Ce processus de génération du second harmonique, représenté sur la
figure 1.5a, est appelé diffusion hyper-Rayleigh dans le cas d'une molécule isolée. En
effet, analogie avec la diffusion linéaire Rayleigh est directe (cf. figure 1.1a). L’onde
harmonique est émise immédiatement apres excitation — il s’agit donc d’un processus
d’émission cohérent®, contrairement & la fluorescence & un ou deux photons — et ce
mécanisme peut avoir lieu hors résonance. Comme le montre la figure 1.5b, le spectre
de la radiation émise est uniquement constitué d’un pic centré sur la pulsation 2w, dont

la largeur est fixée par la largeur spectrale du faisceau pompe. Dans le dernier chapitre

(&) (€) (b) 250
S 200
&
Y U ‘» 150 o
a
5
= 100 —
w @
g 50
—_ Q
n
0
2w ‘I
I I I I I
] 500 520 540 560 580
—— (9) Longueur d'onde (nm)
Fia. 1.5 — (a) Processus de génération du second harmonique pour un systéme

quantique & deux niveauz. Les niveauxr d’énergie de ['état fondamental (g) et de
létat excité (e) sont représentés en ligne continue. En pointillés, il ne s’agit pas
de niveaur moléculaires, mais de niveauxr du systéme global {molécule + champ
électromagnétique}, appelés niveauz virtuels. (b) Spectre d’émission d’une molécule
non-linéaire de DR1 (cf. figure 1.6) obtenu avec une radiation infrarouge incidente
de 987 nm.

de ce mémoire, nous montrerons que ce pic correspond effectivement a une diffusion
élastique du faisceau excitateur, puisque nous mettrons en évidence ses propriétés de

cohérence au moyen d’une expérience d’interférométrie.

Les molécules capables d’émettre ce rayonnement harmonique sont caractérisées
par une forte hyperpolarisabilité du second ordre (3 [42, 43]. Celle-ci est a l'origine du
moment dipolaire induit, oscillant & la pulsation 2w sous l'effet du champ local Ej(w)
vu par la molécule:

[ (2w) = g0 B(2w) : Ey(w) Ej(w). (1.4)

Insistons sur le fait que, contrairement a la fluorescence, 'oscillation du dipole induit

et son rayonnement se font de maniere cohérente avec le champ incident. L’information

5. en supposant 'intensité du faisceau incident inférieure a 'intensité de saturation
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relative a la phase de El(w) est ainsi conservée dans 'expression (1.4).

L’hyperpolarisabilité § est un tenseur d’ordre 3 qui caractérise la réponse non-
linéaire du second ordre de la molécule. Cette réponse va fortement dépendre de la
symétrie moléculaire puisque les valeurs relatives des 27 composantes du tenseur
sont fixées par la géométrie de la molécule considérée: dipolaire, octupolaire, etc.
Ainsi, contrairement a la fluorescence a deux photons qui peut avoir lieu aussi bien
avec des molécules centrosymétriques que non-centrosymétriques, 1’émission du second
harmonique ne peut avoir lieu que dans des systemes non-centrosymétriques, puis-
qu’elle fait intervenir un tenseur d’ordre impair. Une molécule centrosymétrique aura
donc une hyperpolarisabilité g nulle et ne pourra émettre de rayonnement harmonique.
Les systemes moléculaires développés par I'ingénierie moléculaire pour la génération du
second harmonique sont des molécules de type push-pull, constituées d’un chemin de
conjugaison électronique dont les extrémités sont des fonctions chimiques accepteur
et donneur d’électrons (figure 1.6). Les molécules en forme de “batonnet”, fortement
unidimensionnelles, ne possedent qu’'une seule composante non-nulle (ou du moins non-
négligeable) (3,33, 'axe 3 représentant la direction de 'axe moléculaire. Par la suite, nous
considérerons également des molécules octupolaires planes ou seulement quatre com-

posantes du tenseur 3 sont non-nulles.

Un modele quantique a deux niveaux développé par J.-L. OUDAR et D.S. CHEMLA
dans le cas de molécules de type “batonnet” [44], permet d’exprimer, pour une excita-

tion a la pulsation w, la norme du tenseur hyperpolarisabilité sous la forme :

B 3(:“96)2A,u Wé
YD = ) A=) =
e Fwwo)

avec :
~ pge: moment dipolaire de transition de I’état fondamental (g) vers l'état ex-
cité (e);
— A = flee — Jtgq : différence entre le moment dipolaire de I'état excité et celui de
I’état fondamental, ’existence d’une valeur non nulle de ce parameétre correspond
a la propriété de non-centrosymétrie de la molécule;
— hwy = E. — E,: énergie de transition entre les deux états (la longueur d’onde
d’absorption maximale est alors telle que Ay = wo/27cC).
Ce modele est issu d’un calcul de perturbation dans lequel la molécule est modélisée
par un systeme quantique a deux niveaux, le champ électromagnétique étant traité

classiquement.
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Fi1G. 1.6 — Schéma classique d’une molécule non-linéaire de type “batonnet” constituée
de groupements accepteur et donneur d’électrons, séparés par une chaine facilitant
le transfert de charge. La molécule représentée ici est la molécule de DR1. Remar-
quons que cette molécule n’est pas fluorescente, comme le montre son spectre d’émission
représenté sur la figure 1.5b aprés une excitation a deux photons. En effet, la présence
du groupement azoique -N=N- induit une photoisomérisation cis-trans et la molécule
présente une forte probabilité de relaxer vers le niveau cis non-radiatif, ce qui réduit

considérablement le rendement quantique de fluorescence.

On notera que la non-linéarité intrinseque de la molécule est caractérisée par le terme
B appelée hyperpolarisabilité & fréquence nulle. Le terme F(w,w), qui dépend de la
pulsation incidente w et de la pulsation de résonance wg, est un facteur d’exaltation
de la non-linéarité d’autant plus important que l'on est proche de la résonance. En
pratique, pour comparer l'efficacité intrinseque des molécules vis-a-vis de la génération
du second harmonique, on corrigera les hyperpolarisabilités mesurées a une fréquence
donnée de ce facteur d’exaltation.

L’expression de ’hyperpolarisabilité statique 3(®) montre qu'une molécule est d’autant
plus efficace que le terme (1ge)*Ap est grand. 11 faut pour cela qu'un fort transfert de
charge soit possible au sein de la molécule, ce qui est le cas des molécules asymétriques
de type push-pull. Les deux formes conjuguées de la molécule, qui correspondent ap-
proximativement aux états (g) et (e), présentent alors des moments dipolaires tres

différents.

1.3.2 Propriété de cohérence du rayonnement de GSH

Pour obtenir une réponse macroscopique cohérente de génération du second harmo-
nique a partir d’'un ensemble de molécules non-linéaires, il est nécessaire que les ondes

harmoniques rayonnées par les différentes molécules interferent constructivement. Dans
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ce paragraphe, nous allons déterminer les conditions d’obtention de ces interférences
constructives, lorsqu’un ensemble de N molécules non-linéaires sont réparties dans un
volume de dimension caractéristique AL (figure 1.7). Nous allons supposer AL tres petit
a I’échelle de la longueur d’onde d’émission. En effet, dans le montage de microscopie
non-linéaire que nous allons utiliser par la suite, nous collectons la lumiere émise au
niveau d’une zone tres petite de I’échantillon, 1a ou le champ excitateur, focalisé par
I’objectif de microscope, est suffisamment intense pour induire les effets non-linéaires
du second ordre. Nous verrons en particulier que le volume d’interaction a une distance
caractéristique de ’ordre de 300 nm. Il n’est donc pas nécessaire de prendre en compte
le couplage entre les ondes fondamentale et harmonique au travers d’une équation de
propagation, ce traitement étant réservé a I’étude de la réponse non-linéaire d’un milieu
optiquement épais [45]. Dans notre cas, le signal de second harmonique détecté en un
point M de I'espace situé loin des molécules non-linéaires, correspond tout simplement
a la somme des champs rayonnés dans le vide par les différents dipoles ﬁg) oscillant a

la pulsation 2w, induits dans les molécules par ’excitation a la pulsation w.

ALG -
~~~~~~~~~~~~~ R (. R,
0 "“~~-BI‘ ~~~~~~~~~~~~~~ EnGS ‘(;T )
-

propagation
dans le vide

Fi1c. 1.7 — Emission cohérente de génération du second harmonique par un ensemble
de molécules non-linéaires contenues dans un volume de dimension caractéristique AL
beaucoup plus petite que la longueur d’onde. La position de chaque dipole émetteur est

repérée par le vecteur r,.

Chaque molécule, caractérisée par sa position 7;,, a une orientation définie par €2,,. Nous
supposons que toutes ces molécules voient un méme champ local E; que 'on écrira sous

la forme:
By = Eyexp <—iwt +ik, - F) , (1.6)
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ou k, représente le vecteur d’onde a la pulsation w dans le milieu non-linéaire. D’apres
I'équation (1.4), le moment dipolaire induit associé a la molécule repérée par I'indice n
s’écrit :

2 () = 20 B(2) : Bo Byexp (—2iwt +2iF, - 7,) (1.7)

La phase du rayonnement émis par cette molécule est ainsi déterminée par la phase du
champ incident au point 7,. En utilisant la formule des potentiels retardés, le champ

rayonné dans le vide au point M par la molécule n se met sous la forme:

2
ED(Mt) o< kA [k: A a@t (t - R—)] | (1.8)

C

ou le vecteur k représente le vecteur d’onde de 'onde rayonnée et R, = |[F(M) — 7.
Dans une premiere approximation, on peut considérer que le champ rayonné est tel

que:
EQ(M) = E,(F,,) exp {—iQw (t - %)} : (1.9)
avec :

B (70.00) o 20 B() : By Byexp (22'/;; : Fn) . (1.10)

Cette approximation suppose que la direction du champ rayonné est parallele au mo-
ment dipolaire i ,un Ainsi, le champ total rayonné par la distribution des dipoles induits

a la pulsation 2w s’écrit :
N N R
EA (M) = c2) =N E (7,0, —i2w(t— 2 1.11
S £ =3 B e [ (1= (111)

On en déduit I'expression de l'intensité totale émise :
N N
I=EOMHP =33 .80 (1.12)

Cette derniere expression peut se décomposer en deux termes:

G D - i (1.13)
n n n'#n

Il IQ

Le premier terme Z; n’est évidemment jamais nul. En revanche, le deuxieme terme Z,
dépend de l'orientation relative des molécules non-linéaires constituant 1’échantillon.

Nous allons distinguer deux cas correspondant respectivement a Zs nul ou non.
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Cas de I’émission incohérente : diffusion hyper-Rayleigh

Dans le cas ou les molécules ont des orientations aléatoires, le deuxieme terme Z,
s’annule et l'intensité totale Z s’identifie au terme Z; correspondant a la somme in-
cohérente des intensités diffusées par tous les dipoles indépendamment. Cette somme
incohérente est également appelée diffusion hyper-Rayleigh. D’apres les équations (1.10)
et (1.11), Z; est tel que:

Il 0.8 Z |€0 B(Qn) : E() EO|2 (114)

Cette expression montre que l'intensité varie linéairement avec le nombre de molécules
composant ’échantillon, comme dans le cas de la fluorescence a deux photons.

En pratique, on peut observer cette diffusion hyper-Rayleigh avec un échantillon cons-
titué de poudres moléculaires dans lesquelles les émetteurs sont des microcristaux de
molécules agencés aléatoirement. L’intensité détectée avec un tel échantillon permet
d’obtenir un ordre de grandeur de I’hyperpolarisabilité 5 des molécules non-linéaires
constituant les grains de poudre. Cette technique de mesure d’hyperpolarisabilité,
développée par S.K. KurTz et T.T. PERRY deés 1968 [46], est aujourd’hui couramment
utilisée.

Une telle situation apparait également dans les milieux liquides a cause des fluctua-
tions temporelles de densités moléculaires qui peuvent avoir lieu. En effet, nous avons
considéré jusqu’'a maintenant un désordre structurel caractérisé par la disposition spa-
tiale des molécules. Le temps d’intégration des détecteurs implique un moyennage
temporel et le méme raisonnement peut étre fait, en vertu du théoreme d’ergodicité.
On a ainsi pu détecter un signal de diffusion hyper-Rayleigh émis dans différents li-
quides [47, 48].

Cas de I’émission cohérente: génération du second harmonique

Dans le cas simple ot toutes les molécules ont la méme orientation, le terme Z, est

non-nul et 'intensité totale émise s’écrit :

. B, 2
Tocleo: By Byl Y exp (2sz (7 — Fn/)) exp (z’%}(Rn . Rn/)> (1.15)

n,n’

En supposant r(M) > AL, on montre facilement que R,, — R,y ~ @ - (7)y — 7y), si le

vecteur ¢ est le vecteur unitaire associé a 7(M). On obtient ainsi:

Tocleof: By Eo* S exp (z'(z/%; R (- Fn/)> (1.16)

n,n’
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avec k = (2w/c) u. Nous avons supposé que AL était tres petit a I’échelle de la longueur

d’onde d’émission, si bien que:
.'Z:O(]V2 |€0ﬁ1§05@|2 (]_]_7)

L’intensité du signal varie maintenant quadratiquement avec le nombre de molécules N.
Ce résultat est caractéristique d’un rayonnement cohérent. On parlera dans ce cas de

génération du second harmonique.

1.3.3 Génération du second harmonique pour un ensemble

statistique

Dans le précédent paragraphe, nous avons considéré un échantillon ou toutes les
molécules non-linéaires étaient orientées dans la méme direction. Nous allons voir
que cette condition n’est pas strictement nécessaire pour l'obtention d'un signal de
génération du second harmonique cohérent.

Considérons le cas ou les molécules ont des orientations différentes définies par les trois
angles d’Euler Q,, = (0,,,0,,%,). Nous allons la encore supposer AL négligeable devant
la longueur d’onde d’émission, ce qui correspond a nos conditions expérimentales. Le
volume occupé par les molécules peut alors étre considéré comme un point ponctuel en

lequel se trouve un dipole macroscopique P® rayonnant a la pulsation 2w et tel que:

N
P® =3 ji(Q,) (1.18)
n=1

Cette somme peut étre calculée a partir de la moyenne statistique des moments dipo-

. —(2 . . . ,
laires u%) contenus dans le volume d’interaction, exprimée selon :

3 () = N (P () (1.19)

Ce passage a la limite statistique permet de considérer des ensembles moléculaires
caractérisés aussi bien par des fonctions de distribution continues (cas des milieux
polymeres) que par des fonctions de distribution discreétes (cas des milieux cristallins).
Le volume d’interaction étant considéré comme un point ponctuel, toutes les molécules

voient le méme champ local Ej, avec le méme déphasage, soit :
E; = Egexp (—iwt) . (1.20)

Ainsi, les champs rayonnés par les différents dipoles seront exactement en phase et

I’expression du dipole macroscopique P® ge simplifie :

P® = Neo (B(Q)) : E) E, (1.21)
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avec .

(B()) = %Z B(). (1.22)

D’une facon générale, on préfere écrire le vecteur polarisation P® en fonction du champ
macroscopique 57 au lieu du champ local E,. On introduit pour cela le tenseur y?,

appelé susceptibilité non-linéaire du second ordre tel que:

—

P® = ¢y EE. (1.23)

En identifiant les équations (1.21) et (1.23), on voit que le tenseur x® dépend de la
moyenne statistique des tenseurs hyperpolarisabilités ( 3(€2,) ), de la densité molécu-

laire N ainsi que des facteurs de champ local® f; selon expression [49] :

X = NF2 F2 £ L B(Q0) ). (1.24)

Cette susceptibilité non-linéaire Y, qui est un tenseur de rang 3 comme le tenseur
hyperpolarisabilité [, possede un certain nombre de propriétés [45]. En particulier,
ses composantes s’annulent dés que le milieu devient centrosymétrique”. Dans ce cas,
seule la contribution incohérente de 'intensité émise est non-nulle et le signal résultant
est proportionnel a N. En pratique, ce signal est tres faible devant la configuration
d’émission cohérente. Dans le cas d'une configuration non-centrosymétrique, les com-

posantes XEZJ)K et Xﬁ? ; sont égales lorsque les champs couplés ont la méme fréquence,

(2

le nombre de composantes indépendantes du tenseur y(? est donc réduit a 18, au lieu

de 27. On définit souvent le tenseur d par la relation :

1
dIJK = 5)(5?}(7 (1'25)

ce qui permet d’écrire la polarisation induite P® sous la forme:

PI(Q) - 50 Z2dIJKEJEK' (1.26)

JK

Dans le cas de milieux sans pertes, ¢’est-a-dire loin de la résonance, les composantes sont
réelles. La symétrie de KLEINMAN indique alors que toutes les permutations d’indice
sont permises [50], par exemple Xg?,)K(—Qw;w,w) = X%z,(w;w, — 2w). Enfin, lorsque
w < wp, ce qui est souvent le cas avec une excitation infrarouge, la susceptibilité

non-linéaire devient indépendante de la fréquence d’excitation.

6. D’apres le modele de LORENTZ-LORENZ, le facteur de champ local est tel que f* = ((n¥)?+2)/3

K2

ot ny représente 'indice de réfraction du milieu.
7. Cette propriété vient du fait que P et E sont des vecteurs polaires.
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1.3.4 Expression de l’intensité de génération du second har-

monique

L’intensité du signal de GSH peut étre calculée en considérant le diagramme de
rayonnement associé a la polarisation induite P®_ Dans une premiere approximation,
on pourra simplement considérer que l'intensité de GSH détectée suivant la direction
d’analyse i, est proportionnelle & |]3(2).ﬂ’,|2. En tenant compte des équations (1.23) et

8

(1.24) et en considérant les facteurs de champ local tous égaux entre eux®, on obtient :

2
79  |PP? x N? 602 Vo B Ex| (1.27)

Cette expression permettra par la suite d’étudier I'influence de la polarisation incidente
et de la direction d’analyse sur l'intensité des signaux de GSH détectés, de la méme

fagon que l'expression (1.3) pour la fluorescence a deux photons.

On peut définir de facon analogue a la fluorescence, une section efficace moléculaire
de GSH qui est reliée a ’hyperpolarisabilité 5 par [23]:

4n2w

1612 (1.28)

Ogsu —
3mn2edcd

Nous pouvons alors exprimer le nombre de photons détectés par unité de temps:
NGSH 2 1 2
- N X K X §O—GSH[UJ . (1.29)

en fonction du nombre N de molécules actives. Cette expression est directement compa-
rable a I’équation (1.1) relative a la fluorescence a deux photons. La section efficace de

0753 cm*-s-photon~! [23]. Elle est par conséquent

GSH est typiquement de 'ordre de 1
tres inférieure a la section efficace op,,, de la FDP. Cependant, la dépendance quadra-
tique en fonction du nombre d’émetteurs N permet d’obtenir des niveaux de signaux
comparables a ceux de la fluorescence a deux photons, des lors que la densité moléculaire
est suffisamment élevée (figure 1.8a). C’est la raison pour laquelle un domaine d’image-
rie cellulaire par génération du second harmonique se développe actuellement. Il est en
particulier possible d’imager dans une cellule des chromophores non-linéaires, donnant
un fort signal de GSH sur les membranes extérieures, la ou ils sont bien alignés et
par conséquent la ou la propriété d’addition cohérente des réponses individuelles est la

mieux marquée [23, 24].

8. Ceci est vrai en toute rigueur dans le cas d’un milieu non-dispersif et isotrope, mais nous utili-

serons cette simplification pour la clarté des calculs.
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Dans le cas de nos mesures par microscopie non-linéaire, le volume d’interaction com-
porte typiquement un nombre N de molécules actives allant de 2 x 10 (cas des na-
nocristaux de CMONS étudiés au chapitre 5) & plus de 10® (cas des cristaux de taille
millimétrique étudiés au chapitre 4 ). Avec une intensité incidente® I, de I'ordre de
10%* photon-s~*-cm™2, on obtient des niveaux de signaux bien supérieurs au bruit du

détecteur '°, qui est de I'ordre de 100 photon-s~! pour notre expérience.

1000

=
(=}

(@) &

400 [~

0.01
200~

Nombre de photons détectés / s
—(\
: <
Nombre de photons détectés / s

0 5000 10000 15000
Nombre de molécules Nombre de molécules

Fi1c. 1.8 — Estimation du mombre de photons détectés par unité de temps en fonc-
tion du nombre de molécules N constituant [’échantillon. Les courbes ont été tracées
avec les équations (1.1), (1.29) et (1.80) en prenant I, = 3 x 10** photon-s~t-em™2,
Orme = 1074 cmi-s-photon™, 0oen = 10753 cm*-s-photon™" et un coefficient de détection
de 10 %.

On peut de la méme facon exprimer le nombre de photons émis par unité de temps

par diffusion hyper-Rayleigh, lorsque les molécules sont orientées aléatoirement :
DHR 1 2
NP = N x K x §O'DHRIw . (1.30)

La section efficace qui apparait dans cette expression est la méme que celle qui intervient
dans I’équation (1.29). Les niveaux de signaux émis par diffusion hyper-Rayleigh sont
par conséquent tres faibles, compte tenu de la dépendance linéaire en N. La figure 1.8b
montre en effet que le nombre de photons détectés reste négligeable par rapport au
bruit du détecteur tant que N est inférieur & 108. Dans tous les cas, il est négligeable

devant le nombre de photons émis par génération cohérente du second harmonique.

9. On utilisera typiquement des puissances moyennes incidentes de 'ordre de 10 pW a 10 mW a

une longueur d’onde de 1 um sur une focalisation de diametre 300 nm.
10. Les détecteurs utilisés sont des photodiodes a avalanche, fonctionnant dans un régime de comp-

tage de photons.
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1.4 Conclusion du chapitre 1

Jusqu’a maintenant, nous avons considéré séparément 1’émission de fluorescence
a deux photons et la génération du second harmonique. Certaines molécules peuvent
pourtant émettre ces deux types de rayonnement a la fois. C’est le cas en particulier
de la molécule de DCM, que nous étudierons par la suite. Cette molécule possede
en effet de forts moments dipolaires de transition, tout en ayant une structure non-
centrosymétrique (figure 1.9a). Ainsi, lorsqu’elle est excitée avec un faisceau infrarouge
proche de la résonance, elle a une certaine probabilité d’émettre immédiatement un
photon a la pulsation 2w et une autre probabilité de relaxer vers un état moléculaire
fluorescent. Dans ces conditions d’éclairement, le spectre d’émission de la molécule
est constitué d’un pic étroit de GSH et d’une large bande de fluorescence induits par

I'excitation a deux photons (figure 1.9b).

(b)

(a) N 4000 —
\ g

\ < 3000
N 1

HyC\ Y/ § 2000
N \ o

H, C/ / / g 1000 |
]

© 0 T T T T T
CH, 480 500 520 540 560 580

Longueur d'onde (nm)

Fia. 1.9 — (a) Formule développée de la molécule de DCM qui est a la fois efficace
vis-a-vis de la fluorescence a deux photons et de la génération du second harmonique.
(b) Spectre d’émission d’un échantillon comportant des molécules de DCM disposées
selon un arrangement non-centrosymétrique. La longueur d’onde du faisceau incident
est de 987 nm.

Les caractéristiques propres a I’émission de la FDP et de la GSH montrent qu’il est
cependant possible d’étudier les deux rayonnements indépendamment. En effet, lorsque
le pic de GSH est suffisamment éloigné de la bande de fluorescence a deux photons, un
simple filtrage spectral est alors suffisant, a condition bien stir de choisir convenable-

ment la longueur d’onde du faisceau excitateur.

Lorsque la séparation spectrale des deux composantes est impossible, ces deux types
de rayonnement peuvent étre discriminés a partir de ’analyse temporelle des signaux
émis [51, 52]. En enregistrant les instants d’arrivée des photons par rapport a I'impul-

sion excitatrice, le signal de génération du second harmonique (émis de fagon cohérente
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ou incohérente) apparait comme un pic émis a l'instant d’excitation. La fluorescence a
deux photons correspond quant a elle a une décroissance exponentielle, fonction de la
durée de vie radiative du niveau excité (figure 1.10). Nous montrerons qu'une alterna-
tive a cette détection résolue en temps est d’utiliser une détection cohérente de la GSH
(cf. chapitre 6), qui la discrimine automatiquement du rayonnement de fluorescence a
deux photons.

cellule

excitation
impulsionnelle
infrarouge

time [ns]

Time-dependent signal from octupol 13,5-
tris[(4-pyridyl ] (—) Single ial fit. Inset:
molecular structure.

6000
Té % NCHy),
sl | st S
“ o | o
2000 l cL
I
i N ..
(Analyseur multlcanal) s R
time [ns

Time-dependent scattered signal from a solution of crystal
violet in chloroform. Inset: crystal violet.

Fi1c. 1.10 — Analyse temporelle des signauz de fluorescence a deuxr photons et de la

diffusion hyper-Rayleigh émis par des molécules actives en solution. Les graphiques
sont issus de la Réf. [51]

Les propriétés de cohérence intrinseques a chacun des rayonnements devront d’ailleurs
étre prises en compte dans l'analyse des intensités détectées. Nous allons montrer
également que les deux radiations dépendent fortement des symétries moléculaires
mises en jeu et qu’elles apportent des renseignements complémentaires sur 1’orientation

des molécules et leur organisation au sein de 1’échantillon considéré.



Chapitre 2

Montage de microscopie

non-linéaire résolu en polarisation

Dans ce chapitre, nous allons décrire le montage de microscopie non-linéaire a deux
photons et la technique d’analyse en polarisation que nous avons développée pour
déterminer 'organisation moléculaire dans des échantillons comportant des molécules
fluorescentes et/ou non-linéaires. Cette technique d’analyse est basée sur I’étude des
variations des signaux de fluorescence a deux photons et de génération du second
harmonique, en fonction de la direction de la polarisation linéaire du faisceau de pompe.
Nous appliquerons dans un premier temps cette technique a un échantillon comportant
des molécules fluorescentes orientées aléatoirement et nous développerons un modele

pour interpréter les signaux obtenus.

2.1 Le dispositif expérimental

2.1.1 Présentation du montage

Le montage de microscopie non-linéaire a deux photons est représenté sur la fi-
gure 2.1. Il est fondé sur 'utilisation d’un microscope en configuration inversée, mon-
tage dit d’épi-fluorescence [53]. Le faisceau excitateur incident provient d’un laser Ti:Sa
femtoseconde. Il est focalisé au niveau de 1’échantillon, grace a un objectif de micro-
scope a immersion de grande ouverture numérique. Les signaux de fluorescence a deux
photons et de génération du second harmonique sont collectés par le méme objectif et
détectés par un systeme de deux photodiodes a avalanche, apres avoir traversé un cube
séparateur polarisant. Ils peuvent étre sélectionnés séparément, au moyen de filtres
optiques. Un polariseur placé a I'entrée du dispositif donne au faisceau laser incident

une polarisation rectiligne. Une lame demi-onde disposée juste apres ce polariseur et
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Carte de
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] P Filtre IR

Ti:Sa
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Filtre vis

SPECTRO IX
GRAPHE

Fi1G. 2.1 — Montage de microscopie non-linéaire : Filtre IR : filtre ne laissant passer
que la lumiére infrarouge; P : polariseur; \/2 : lame demi-onde dont l'orientation est
controlée par ordinateur; Obj: objectif de microscope a immersion dans [’huile x60),
ON = 1,4; MD : miroir dichroique; F : filtre sélectionnant soit le signal de génération
du second harmonique, soit la fluorescence a deux photons; Filtre vis : filtres KG5 et
BG38 rejetant la radiation infrarouge résiduelle due a la diffusion du faisceau laser
incident; CP : cube polarisant permettant de séparer les signauz lumineur émis dans
les deux états de polarisation X etY ; CNP : cube non polarisant permettant d’envoyer
une partie du faisceau lumineux vers un spectrographe, sans affecter la polarisation des
signauz étudiés; PDA1, PDA2 : photodiodes a avalanche fonctionnant en régime de

comptage de photons.
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dont 'orientation est commandée par ordinateur, permet de faire varier la direction de

cette polarisation.

Le laser femtoseconde Ti:Sa

Le rayonnement infrarouge excitateur provient d’un laser saphir dopé titane (Tsu-
nami, Spectra-Physics), pompé par un laser continu YAG doublé dans une cavité ex-
terne (Millenia, Spectra-Physics). Le laser Ti:Sa génére des impulsions de 80 fs avec un
taux de répétition de 86 MHz, a une longueur d’onde ajustable entre 970 et 1060 nm. A
987 nm, longueur d’onde a laquelle nous avons travaillé, la puissance moyenne de sortie
du laser est de l'ordre de 400 mW, soit une énergie par impulsion d’environ 4,7 nJ.
Cette puissance est diminuée jusqu’a quelques mW typiquement dans les conditions ha-
bituelles de I'expérience, grace a des densités optiques et a une lame demi-onde placées

en amont du polariseur.

Le miroir dichroique

Le faisceau laser est réfléchi par un miroir dichroique, avant d’étre focalisé par
I’objectif du microscope au niveau de 1’échantillon. Comme le montrent les spectres en
transmission et en réflexion de la figure 2.2, ce miroir réfléchit le rayonnement infra-
rouge et transmet le rayonnement visible. Les signaux de FDP et de GSH émis au
niveau de I’échantillon et collectés par I'objectif, sont ainsi transmis par ce miroir avec
une efficacité de l'ordre de 70 %.
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F1G. 2.2 — Spectres en réflexion et en transmission du miroir dichroique utilisé dans le
montage de microscopie non-linéaire a deux photons. Le miroir réfléchit les radiations

infrarouges et transmet le rayonnement visible.

L’objectif de microscope

Un objectif de microscope a immersion dans I'huile (n = 1,5), de grande ouverture

numérique (ON = 1,4, grandissement x 60) est utilisé de fagon a pouvoir sonder des
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milieux moléculaires sur des échelles spatiales réduites, de 'ordre de quelques centaines
de nanometres. Cet objectif est configuré pour travailler a I'infini, a travers des substrats
de verre d’épaisseur 0,17 mm (épaisseur normalisée d’une lamelle de microscope) et
d’indice de réfraction n = 1,5. Dans ces conditions, le demi-angle de collection des

signaux lumineux 6,p; vaut 1,204 rad, soit 69°.

Détection et acquisition des données

Les signaux lumineux collectés par I'objectif sont focalisés sur la surface sensible de
deux photodiodes a avalanche au silicium en régime de comptage de photons (SPCM-
AQR-14, EG&G). Ces dernieres ont un rendement quantique de 70 % a 700 nm et un
nombre de coups d’obscurité de I'ordre de 100 coups/s. Pour les échantillons étudiés,
qui sont fortement concentrés en molécules actives, ce bruit est négligeable. Lorsque
les photodiodes a avalanche détectent un photon, elles envoient une impulsion de 2 V
vers une carte de comptage. Un programme d’acquisition, fonctionnant avec le logiciel
LABVIEW (figure 2.3), permet d’enregistrer le nombre de photons détectés au cours
du temps, avec un temps d’intégration typique de 20 ms. Avec ces détecteurs, il est
nécessaire de travailler avec des puissances incidentes suffisamment faibles pour ne pas
dépasser le seuil critique de 10 MHz dans la fréquence des signaux de sortie, ¢’est-a-dire

2x10° photons détectés par 20 ms.

Structure typique des échantillons étudiés

Les échantillons, étudiés a température ambiante, sont constitués d’une lamelle
de microscope recouverte d'une couche de polymere comportant des molécules actives
(fluorescentes et /ou non-linéaires) ou sur laquelle on a simplement déposé un petit cris-
tal moléculaire. La lamelle de microscope est fixée sur une platine piézo-électrique (Tri-
tor 102 SG, Piezo Jena) dont la position en (X,Y,Z) est commandée par ordinateur.
La position est asservie au moyen de capteurs (jauges de contraintes) dans la platine et
d’une électronique de commande “maison”. En déplacant la platine piézo-électrique, le
programme d’acquisition permet de réaliser une cartographie des signaux émis au ni-
veau de I’échantillon, sur une étendue maximale de 76 pmx76 pm avec un pas variable
allant de 15,3 nm a 242 nm.

L’analyse spectrale

A la sortie du microscope, il est possible de placer un cube séparateur non polarisant
permettant d’envoyer une partie du faisceau lumineux vers un spectrographe, sans en

affecter la polarisation. Le spectrographe est constitué d'une fente d’entrée de 100 pum
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FiG. 2.4 — Spectres de transmission des filtres utilisés pour sélectionner soit la fluores-

cence a deux photons (a), soit le signal de génération du second harmonique (b).

de largeur, d'un réseau concave (Jobin Yvon) faisant une image spectrale sur une
caméra CCD comportant 1024 x 128 pixels et refroidie a -60°C (Andor Technologies).
La largeur de la fente source a été choisie pour que la résolution spectrale corresponde
exactement a la largeur d’un pixel de la caméra CCD. On peut ainsi enregistrer le
spectre du rayonnement émis avec un temps d’intégration variable allant de 0,5 s a 60 s.
Le spectre obtenu comporte en géneral un pic de GSH et /ou une bande de fluorescence
a deux photons selon la nature de I’échantillon. On peut alors sélectionner I'un ou
I’autre des signaux - FDP ou GSH - en ajoutant dans le montage un filtre optique de
transmission adaptée. La figure 2.4 donne le spectre de transmission des deux filtres
utilisés lors de nos mesures. Le “filtre GSH” est un filtre interférentiel laissant passer
le rayonnement de GSH a 493,5 nm avec un faisceau excitateur de longueur d’onde
987 nm!. Le “filtre FLUD” est un filtre trés large coupant toutes les radiations de

longueur d’onde inférieure a 530 nm.

2.1.2 La résolution spatiale

Les sections efficaces d’excitation a deux photons étant généralement tres faibles
et la probabilité d’excitation étant proportionnelle au carré de l'intensité incidente,
I’émission de FDP et de GSH n’a lieu que dans un volume d’excitation tres restreint.
Ce volume est centré sur le point de focalisation, la ou 'intensité lumineuse est la plus
intense. Le confinement de ce volume d’excitation conduit intrinsequement a une tres
bonne résolution spatiale, sans qu’il soit nécessaire d’ajouter un trou de confocalité.
Ceci constitue I'un des nombreux avantages de la microscopie non-linéaire par rapport a
la microscopie linéaire. Dans le cas de notre montage, les résolutions latérale et axiale

sont de 'ordre de 300-600 nm et 860 nm-1,8 pum respectivement. La détermination

1. Dans le cadre de cette thése, nous avons travaillé préférentiellemnt avec des longueurs d’onde
incidentes de 987 et 1028 nm, ce qui nous a permis d’utiliser les filtres disponibles au LrQMm.
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expérimentale du volume d’excitation est développée dans 'annexe A.

2.2 Principe de ’analyse en polarisation

2.2.1 Principe

L’analyse en polarisation consiste a enregistrer les signaux de FDP et de GSH dans
deux états de polarisation perpendiculaires, lorsque la polarisation du faisceau excita-
teur tourne dans son plan. On place ainsi a I'entrée du microscope, un polariseur suivi
d’'une lame demi-onde, dont la rotation permet de faire tourner la direction de la pola-
risation incidente. L’orientation de la lame demi-onde est controlée par le programme
d’acquisition, par I'intermédiaire d’un moteur pas a pas.

L’objectif de cette analyse en polarisation est d’étudier les réponses en polarisation
d’ensembles moléculaires isotropes, orientés sous champ électrique ou bien cristallisés,
et de déterminer, a partir des intensités détectées, 1'orientation des molécules fluores-

centes et/ou non-linéaires constituant 1’échantillon.

2.2.2 Définition du repere (X,Y,7)

Pour procéder a I'analyse des signaux recueillis, il est nécessaire de définir un repere
macroscopique (X,Y,7) associé a I’échantillon. I’axe Z, perpendiculaire a I’échantillon,
est parallele a I’axe optique de 'objectif. Les directions des deux axes X et Y, dans
le plan de I’échantillon, sont fixées par les directions d’analyse du cube polarisant.
Comme l'illustre la figure 2.1, la lumiére transmise (respectivement réfléchie) par le cube
d’analyse, est polarisée suivant 'axe Y (respectivement 'axe X) apres l'objectif. On
notera donc Z, et Zy I'intensité du signal détecté par la premiere photodiode (PDA1)
et la seconde (PDA2) respectivement. Remarquons que dans ce repere, les directions
de polarisation p et s définies par rapport au miroir dichroique correspondent aux axes

X et Y respectivement.

2.2.3 Description de la polarisation du champ incident

Nous allons maintenant exprimer les composantes du champ incident dans le repere
(X,Y,Z) défini précédemment. De nombreuses études ont montré que la structure du
champ électromagnétique au foyer d’un objectif de grande ouverture numérique est loin

d’étre triviale [54, 55, 56, 57]. Ecrivons le champ électrique sous la forme:

E = EO o Wt 1 F it 2.1
0



32 Montage de microscopie non-linéaire résolu en polarisation

D’apres le modele de RICHARDS et WOLF [58], lorsque ce champ est polarisé pa-
rallelement a I'axe X avant I'objectif, sa polarisation EO en un point P de coordonnées

(xp,yp) du plan focal image s’écrit :
—i[Io(rp) + Is(rp) cos 2P|

Eo(zp,yp) x —ily(rp) sin 20, , (2.2)
—211(rp) cos Pp

ou @, représente I’angle azymutal du point P par rapport a l'axe X et r, = /22 + y2
la distance du point P a 'axe optique. Les fonctions I,, définies par:

Bob; 2)
Iy(rp) = Veosf sinf (1 + cosf) J0<%nrp sin 0) de
0
fov; . 9 2mn
Li(ry) = Veosd sin® 6 J; <Trp sin 9) de (2.3)
0
fovi ) 2mn .
L(rp) = Veosf sinf (1 — cos6) JQ(TTP sin 0) de

0
dépendent du demi-angle d’ouverture de I'objectif 0,,; et de la longueur d’onde. La
figure 2.5 représente les rapports Iy/1y et I;/1y en fonction de 75, avec fop; = 69° et

A = 987 nm. Les valeurs numériques obtenues montrent que 'on peut négliger I; et Iy
devant Iy lorsque 7, < 250 nm. En tenant compte du profil gaussien du faisceau laser,
cela conduit a une erreur inférieure a 10 %.

Ainsi, dans nos conditions expérimentales ou le diametre du faisceau dans le plan de
focalisation est de 1'ordre de 300 nm, le terme I, est toujours négligeable. On a donc
Ey, = 0.

Pour simplifier I’analyse en polarisation des signaux de FDP et de GSH, on négligera
également la composante longitudinale Fy, du champ excitateur, qui n’est rigoureuse-
ment nulle qu’au point focal. On négligera également le déphasage de Gouy. La plu-
part des échantillons étudiés ont en effet des épaisseurs tres petites devant la longueur
d’onde du faisceau incident. Ce n’est en revanche pas le cas des cristaux millimétriques
et les différences que I’on observera entre les données expérimentales et la modélisation
théorique pourront certainement s’expliquer par cette hypothese trop simpliste.

Le fait d’avoir Fy, et Fy, nuls au point de focalisation lorsque le champ électrique
est polarisé parallelement a l'axe X avant 'objectif, nous indique finalement que la
polarisation du faisceau avant ’objectif et au point de focalisation sont identiques. Nous
allons ainsi écrire le champ électrique excitateur au niveau du volume d’interaction sous

la forme:
cos(P) cos(wt)
E@®t)=E | sin(®)cos(wt) |, (2.4)
0
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F1a. 2.5 — Graphiques représentant les fonctions I1/1y (a) et I/1y (b) en fonction de
Tp avec Oyp; = 69° et X = 987 nm.

ou F représente 'amplitude du champ incident, w la pulsation et ® I’angle donnant la

direction de la polarisation incidente par rapport a l'axe X.

Dans la section suivante, nous allons calibrer expérimentalement la polarisation du
faisceau incident. Il sera pour cela nécessaire d’introduire deux parametres expérimen-
taux supplémentaires, qui interviendront de facon importante dans la modélisation des

signaux lumineux détectés sur les deux voies d’analyse en polarisation.

2.3 Analyse en polarisation d’un ensemble isotrope

de molécules fluorescentes

Nous allons nous intéresser ici a la réponse en polarisation d'un ensemble de molécules
fluorescentes, orientées aléatoirement dans une couche de polymere. Nous verrons que
pour effectuer une modélisation correcte des signaux détectés, il est nécessaire d’inclure
Pellipticité introduite par le miroir dichroique, 'effet de ’objectif de microscope sur la
polarisation des signaux et des effets physiques tels que I'angle existant entre dipole

d’absorption et dipole d’émission ainsi que le transfert d’énergie intermoléculaire.

2.3.1 Echantillon étudié

Nous avons étudié un échantillon comportant des molécules fluorescentes de 4-dicya-
nométhyleéne-2-méthyl-6-(p-(diméthylamino)styryl)-4H-pyrane (DCM) dispersées dans
une matrice de polymere, le polyméthyl-métacrylate (PMMA), dont la température de

transition vitreuse 7, est de 120°C. La formule chimique de la molécule de DCM est
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représentée sur la figure 2.6.

(a) (b) 140 — ® spectre d'émission |- 0.30
N 120 —— spectre d'absorption | 0.25
\\ 2 100 | 020
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F1G. 2.6 — (a) Formule développée de la molécule de 4-dicyanométhyléne-2-méthyl-
6-(p-(diméthylamino )styryl)-4 H-pyrane (DCM). (b) Spectre d’absorption et spectre
d’émission de la fluorescence a deux photons, obtenu avec un échantillon contenant
des molécules de DCM dispersées dans une matrice de PMMA (concentration mas-
sique : 0,05 %). Le spectre d’émission a été obtenu avec un faisceau infrarouge incident

de puissance moyenne de 950 pW a 987 nm.

L’échantillon utilisé est obtenu & partir d’une solution d’anisole et de PMMA (10 %
en masse), dans laquelle on a dissout des molécules de DCM (concentration massique :
10 % par rapport au polymere). La couche de polymere dopée en DCM est déposée sur
une lamelle de microscope par centrifugation, le solvant s’évaporant lors du dépot. Ce
dernier a été effectué a la vitesse de 2000 tours/min pendant 20 s, de fagon a obtenir
une couche dont ’épaisseur est d’environ 1 pm. Apres dépot, cette épaisseur peut étre

controlée au moyen d'un profilometre.

2.3.2 Réponse en polarisation

Nous avons enregistré les signaux de fluorescence émis par cet échantillon dans les
états de polarisation X et Y, en faisant tourner la direction de polarisation du faisceau
infrarouge incident. D’une fagon générale, nous présenterons les intensités détectées
Iy et I, en fonction de 'angle ®, donnant l'orientation de la polarisation incidente
par rapport a 'axe X, sous la forme d'un diagramme polaire. Les signaux obtenus
expérimentalement sont présentés sur la figure 2.7. On obtient des diagrammes a quatre
lobes dans les deux états de polarisation. La structure a quatre lobes qui en résulte pour
la fluorescence totale apparait cependant contradictoire avec une distribution isotrope
des molécules fluorescentes. On s’attendrait en effet a une intensité indépendante de la

polarisation incidente.
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F1G. 2.7 — Diagrammes polaires donnant [’intensité de fluorescence a deux photons en
fonction de la direction de la polarisation du faisceau incident, repérée par l'angle ®
variant de 0° a 360°. Les azes X et'Y, pris conventionnellement selon [’horizontale
et la verticale, ne seront pas systématiquement représentés par la suite. Les signaux
ont été obtenus avec un échantillon de DCM/PMMA de concentration massique 10 %,
avec un faisceau incident de 200 pW a 987 nm. Le temps d’intégration est de 100 ms
par point : le chiffre donné en bas de chaque graphe correspond au nombre de photons
détectés durant ce temps d’intégration. (a) Fluorescence détectée dans l’état de polarisa-
tion X : I (b) Fluorescence détectée dans l’état de polarisationY : I, (c) Fluorescence
totale : T + 7.

2.3.3 Modele de I’émission de fluorescence

Pour analyser les diagrammes polaires expérimentaux obtenus précédemment, il
est nécessaire de prendre en compte l'orientation des molécules fluorescentes consti-
tuant I’échantillon. Nous allons supposer que I'absorption et la fluorescence de chaque
molécule sont associées a un méme moment dipolaire de transition ji, dont l'orienta-
tion est donnée par deux angles {2 = (6,¢) définis par rapport au repére macroscopique
(XY, Z) (figure 2.8). Nous supposons ainsi implicitement que les dipoles d’absorption
et d’émission de la molécule sont identiques, hypothese sur laquelle nous reviendrons
dans la suite. Les molécules de DCM étant dispersées dans un milieu polymere, leur
orientation est de nature statistique. La fonction de distribution orientationnelle des
molécules f(2) étant isotrope, elle est égale a 1/4m, une fois normalisée. On a vu que
I'intensité de fluorescence a deux photons émise suivant la direction d’analyse ; est
le produit d’une probabilité d’absorption de deux photons | - E |* par la probabilité
d’émission |fi - @,;|? (cf. chapitre 1). Du fait du caractere incohérent de 1’émission de
fluorescence, I'intensité totale détectée dans les états de polarisation I = X,Y s’obtient
par intégration sur toutes les orientations moléculaires possibles, des intensités émises

individuellement par les molécules :

7(@) = - [ 17 E@0) (). (2.
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K

F1G. 2.8 — Définition des angles (0,0) et (u,v) donnant l'orientation du moment dipo-

laire [i d’une molécule et du vecteur d’onde k du champ émis par fluorescence.

avec d2 = sinf#dfd¢. (...) représente la moyenne temporelle effectuée lors de la
détection des signaux optiques. Développons I'expression (2.5) en fonction des com-

posantes du champ incident et des composantes du moment dipolaire /i dans le repere
(X,)Y.Z):

sin 6 cos ¢
[(0,6) = | sinfsing | . (2.6)
cos
On obtient :
TRo(g) — i (11 (Q) - Ex(®.8) + 11y (Q) - By (9,0)]%43(2)dQ2
~ L [zoui@ae @)
47
) _
+ o [ Q) BX(®)
b [ @@ @i E2E @)
+ %/Mf(ﬁ)ui(ﬁ)uy(ﬂ)dﬁ EX By (®)
+ o [ u@ut@e EE®) 27)

La figure 2.9 représente les intensités ZL1° et ZHM° calculées avec I'équation (2.7), en
fonction de I'angle ®. Ces diagrammes polaires sont calculés et tracés avec le logiciel
MATHCAD.

L’interprétation des diagrammes polaires ainsi obtenus est transparente. Avec une

distribution orientationnelle isotrope, la fluorescence totale émise est effectivement in-
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F1G. 2.9 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence en fonction
de ® donnant la direction de la polarisation incidente. Ces intensités ont été calculées
avec ’équation (2.7), pour une distribution orientationnelle isotrope. (a-b) Intensités
de fluorescence dans les états de polarisation X et Y. (c) Intensité de fluorescence
totale TEWo + T - e diagramme obtenu montre que la fluorescence totale émise est

indépendante de ® avec une distribution orientationnelle isotrope.

dépendante de la direction de la polarisation incidente (figure 2.9¢). De plus, la pho-
tosélection qui a lieu lors de l'excitation des molécules, fait que l'intensité de fluo-
rescence émise dans 1'état de polarisation X (resp. Y') est plus importante lorsque la
polarisation incidente est paralléle & axe X (resp. Y). On obtient donc pour ZL" et

o des structures & deux lobes orientés suivant les axes X et Y.

Les diagrammes polaires théoriques sont cependant tres différents de ceux obte-
nus expérimentalement: la structure a quatre lobes de la figure 2.7c représentant
la fluorescence totale détectée, traduit le fait que la polarisation incidente n’est pas
rigoureusement rectiligne. Il est donc nécessaire de corriger ’expression de la pola-
risation du champ incident. De plus, les figures 2.7a et 2.7b comportent des lobes
latéraux supplémentaires par rapport aux figures 2.9a et 2.9b: cela suggere qu’il ap-
parait un effet de dépolarisation des signaux lumineux émis. Il est donc nécessaire de
compléter le modele en considérant également 'effet de I'objectif de grande ouverture
numérique, sur la polarisation de la lumiere émise. Nous montrerons que d’autres effets
doivent également étre pris en compte, pour aboutir a une modélisation correcte des

diagrammes polaires expérimentaux.
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2.3.4 Calibration de la polarisation incidente

Ecrivons la polarisation du champ incident sous la forme:

) 5 cos(P) cos(wt)
E(®.e,0,t) = N (1 —6)sin(P) cos(wt +¢) | - (2.8)
0

Dans cette expression, ® représente toujours la direction de la polarisation du faisceau
laser. Les deux parametres supplémentaires, I'ellipticité e et le dichroisme ¢§ entre les
deux voies rendent compte de la perturbation du miroir dichroique sur la polarisation

incidente, lors de la réflexion du faisceau infrarouge a l’entrée du microscope. Cette

Fi1G. 2.10 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence en fonc-
tion de la direction de la polarisation incidente ®. Ces intensités ont été calculées avec
I’équation (2.7) pour une distribution orientationnelle isotrope, avec 6 = 0,02 et € va-
riable. En continu: e =0 rad. En pointillés: € = 0,7 rad. En tirets: € = 1,5 rad. (a-b)
Intensités de fluorescence dans les états de polarisation X et Y. (c¢) Intensité de fluo-
rescence totale TE™0 + T : Jq fluorescence totale émise n'est plus indépendante de ®.
On obtient une structure a quatre lobes, qui est d’autant plus marquée que [’ellipticité

€ est grande.

réflexion se fait en effet a 45° et le miroir dichroique introduit un facteur de réflexion et
un déphasage différents pour les deux états de polarisation p(X) et s(Y). Remarquons
que seuls, les signaux détectés avec des polarisations d’excitation intermédiaires entre
les axes X et Y sont affectés par 'ellipticité. Ceci permet d’expliquer la structure a
quatre lobes de la figure 2.10c, représentant la fluorescence totale émise en fonction de
I’angle @, pour différentes valeurs de 'ellipticité €. En effet, pour les polarisations in-
termédiaires, I'excitation des molécules est moins efficace, I'effet étant maximal lorsque
d = 45°.
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Nous avons vérifié expérimentalement, a I'aide d'une caméra infrarouge et d’un po-
lariseur, que la polarisation du faisceau incident apres le miroir dichroique est bien
rectiligne lorsque ® = 0° ou 90°, conformément a la modélisation du champ par I'ex-
pression (2.8). Les valeurs de € et ¢ sont déterminées en ajustant le diagramme de la
figure 2.7c donnant l'intensité totale de fluorescence. Le meilleur ajustement est obtenu

avec € = 1,14 rad et 6 = 0,02 (figure 2.11). Ces deux parametres peuvent également

Y

F1G. 2.11 — Détermination expérimentale de ¢ et § par ajustement de la fonction [ZE"0+
T (®.e,0) calculée avec I'équation (2.7) au diagramme expérimental de la figure 2.7c.
On obtient ¢ = 1,14 rad et 6 = 0,02.

étre mesurés séparément. Le spectre en réflexion du miroir dichroique de la figure 2.2
donne les facteurs de réflexion Ry et R, dans les deux états de polarisation s et p.
A 987 nm, on a Ry, = 97,55 % et R, = 99,97 % d'ott § = 1 — \/R,/R, = 0,012
L’ellipticité € peut étre déterminée a partir de mesures ellipsométriques. Celles-ci sont

développées dans I'annexe B, page 171.

Nous avons ainsi affiné I'expression de la polarisation du faisceau incident, qui joue
un role tres important dans la réponse en polarisation des signaux lumineux détectés.
On notera cependant que le parametre e caractérisant l'ellipticité incidente a tendance
a “amincir” les lobes des figures 2.10a et 2.10b. Il faut maintenant introduire les effets
qui ont tendance au contraire a dépolariser la fluorescence, pour se rapprocher des

structures a quatre lobes des figures 2.7a et 2.7b.

2. Cette valeur est légerement différente de celle obtenue a partir des diagrammes polaires
expérimentaux. Cela peut s’expliquer par 1’élargissement spectral introduit par les impulsions fem-
tosecondes. De plus, les facteurs R, et R, ont été mesurés indirectement, a partir de mesures en

transmission a 45°.
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2.3.5 Effet de objectif de microscope sur la polarisation

Nous allons tout d’abord nous intéresser a l'effet de I'ouverture de l'objectif de
microscope sur la polarisation des signaux de fluorescence. Il faut pour cela calculer le
diagramme de rayonnement d’une molécule située au point de focalisation. L’amplitude
réelle du champ lointain émis par le dipole ji(0,¢) selon le vecteur d’onde lg(u,v) est

proportionnelle a:
Ems — EA (i NK). (2.9)

En développant cette expression dans le repére macroscopique (X,Y,7) avec (figure 2.8) :

Sin v cos v
k(upw) = | sinusinv |, (2.10)

COosu

on obtient :
g’émis(u7vﬁ’¢) = lix (Q’Qﬁ) U; (u,v) + ,uy(g,gzﬁ) UQ(U,U) + Mz(é’,ﬁb)lj?)(um)a (2.11)

olt les vecteurs U (u,v) ne dépendent que des angles (u,v)

sin? usin? v 4 cos? u

2

—

Uy(uw) = —sin” u cos v sinv

— sin u cos u cosv

— sin® u sin v cos v

2ucos?v + cos?u (2.12)

—

Us(u,w) = sin

— sin u cos u sin v

— sin u cos U cos v

Us(up) = —sinu cosu sin v

sin?u

L’objectif de microscope travaillant a 'infini, tout rayon incident dont la direction est
selon le vecteur d’onde Ig(u,v) émerge de l'objectif parallelement a 1'axe optique Z.
Comme le montre la figure 2.12, cet effet va affecter la polarisation du champ £ émis
A partir de I'expression du champ rayonné par le dipdle fi(6,4), on peut exprimer les
composantes du champ & 2158 apres Pobjectif. La relation entre £ ¢mis gt £ transmis ogt
donnée par 'équation [59]:

£ transmis _ 73] & émis, (2.13)

Dans cette expression, la matrice [R] rend compte de l'effet de 1'objectif travaillant &

I'infini, sur les composantes du champ rayonné. Cette matrice est obtenue en faisant
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_8' transmis

Objectif

Fi1c. 2.12 — Effet de l'objectif de microscope travaillant a l’infini. Le rayon lumineux
dirigé selon la direction du vecteur d’onde l;(u,v) et émis par le dipole [i situé au point

focal objet, émerge de 'objectif parallelement a l'axe optique.

le produit de trois matrices de rotation (rotation de —v autour de Z, rotation de —u

autour de Y et rotation de v autour de Z):

cosu cos?v +sin®v  cosv sinv(cosu — 1) —sinu cosv
[R] = | cosvsinv(cosu —1) cosu sin®v +cos’v —sinu sinv | . (2.14)
sinu cosv sinu sin v cosu

Le vecteur & 7#mis peut donc se mettre sous la forme:

g’)gransmis(u7vyg’¢) — fx(uﬂ’) MX(9a¢) + fy(u,v) ,uy(e,gb) + fZ(U,U) ﬂz(9,¢)
ﬂy?ransmis(u,vﬁ@) — gx(U,U) NX(9;¢> + gy(uﬂ}) uy<9,¢) + gZ(U,U) NZ(Q,QZS): (2.15)

ou les fonctions fx, fy, fz, 9x, gy et gz, déduites de (2.12) et (2.14), ne dépendent
que des angles (u,v). Leur expression est donnée dans ’annexe C.1, page 173.

On va maintenant exprimer lintensité lumineuse émise par le dipdle ji(6,¢) et
détectée dans 'état de polarisation I = XY apres 'objectif. Comme 1’émission de

fluorescence est un processus incohérent, il faut intégrer le carré des composantes du
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champ & Tasmis gy les angles (u,v)3:
obj
Jr=xy( / / [E772058 (w0 «9,(/§)} sinu du dv. (2.16)
Apres intégration en prenant ,,; = 1,204 rad (69°), 'expression précédente se simplifie
et s’écrit :
avec :

ob] 2m obj
/ / (u,v smududv—/ / 2 (u,v) sinududv = 2,945
A

2T obj
(u,v smududv—/ / Y (uw)sinududv = 0,069  (2.18)

ob_] 2m obj
Kg—/ fZ(uv)smududv—/ / 2 (u,w) sinududv = 1,016.
o Jo

L’expression (2.17) permet de comprendre l'effet de I'objectif sur les signaux émis. Non
seulement, I’objectif introduit une légere dépolarisation (mélange des signaux émis dans
les états de polarisation transverses X et Y'), mais il collecte en plus une partie de la
fluorescence émise selon la polarisation axiale Z, dans des proportions non négligeables.
La fonction J;(6,¢) correspond finalement a la probabilité de détection — et non plus
d’émission — dans 1’état de polarisation I, de la fluorescence émise par un dipole ji(6,¢).
On doit donc remplacer le terme |f.w;|* = p? dans les équations (2.5) et (2.7) par

J1(0,0). L’expression de l'intensité de fluorescence détectée suivant I s’écrit donc:

TP (- §) — /m E(®2.0.0) [, (Q)d0. (2.19)

Les diagrammes de la figure 2.13 représentent les intensités ZF'°(®) calculées avec
I'équation (2.19) en tenant compte de 'objectif, avec ¢ = 1,14 rad et § = 0,02. On
voit que les structures a deux lobes ont bien tendance a s’élargir, avec ’apparition de
lobes secondaires latéraux, visibles principalement sur ZE'"°. Cependant, I'effet n’est pas
encore suffisamment marqué pour expliquer la structure a quatre lobes des figures 2.7a
et 2.7b. Il faut donc chercher ailleurs la raison de la dépolarisation des signaux observée

expérimentalement.

3. Le diagramme de rayonnement est considéré ici comme une probabilité d’émission d’un photon
dans la direction (u,v). Il y a alors deux interprétations possibles de cette formule. Soit on considere
une seule molécule d’orientation (0,¢): le diagramme de rayonnement est alors entiérement décrit
durant le temps d’intégration des détecteurs. Soit on considére un ensemble de molécules orientées
dans la méme direction et la mesure est effectuée a un instant ¢ donné: le diagramme de rayonnement
est alors entierement décrit par I’ensemble des molécules. Ces deux interprétations sont équivalentes
en vertu du théoreme d’ergodicité.
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(a) 120 a 50 (C) 120 _gf) 60

150 30

180\ *

210 . . 330

240 300
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F1G. 2.13 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence en fonction
de la direction de la polarisation incidente ®. Ces intensités ont été calculées pour une
distribution orientationnelle isotrope, avec 6 = 0,02 et ¢ = 1,14 rad, en tenant compte
de l'objectif [en continu, équation (2.19) | ou non [en pointillés, équation (2.7)]. (a-
b) Intensités de fluorescence dans les états de polarisation X et Y. (c) Intensité de

fluorescence totale TEWo 4 T,

2.3.6 Prise en compte de ’angle entre les dipoles d’absorption
et d’émission

Une premiere idée émise pour expliquer les lobes latéraux de la figure 2.7, a été
de revenir sur I’hypothese selon laquelle les dipoles d’émission et d’absorption de la
molécule de DCM sont identiques. En effet, les moments dipolaires d’absorption et
d’émission peuvent différer car la structure de la molécule change entre 1’état fon-
damental et 1'état excité. S’il existe un angle entre les deux dipoles, les réponses en
polarisation vont étre modifiées et I’on va s’écarter de la structure a deux lobes obtenue
précédemment. Dans cette partie, nous allons tout d’abord évaluer 'effet de cet angle
sur les réponses en polarisation, puis nous déterminerons expérimentalement sa valeur

par mesure d’anisotropie de fluorescence.

Modeéle

Ecrivons I’expression de l'intensité de fluorescence détectée dans I’état de polarisa-
tion I, lorsque l'angle entre le dipole d’absortion fi,,s et le dipole d’émission jie,, est
égal a &. Si la direction du dipole d’émission est donnée par les angles d’Euler (0,¢), la

probabilité de détection du rayonnement émis par fie, est toujours égale a:
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Exprimons maintenant les coordonées du vecteur fi.ns, qui interviennent dans la pro-

babilité d’absorption a deux photons. Conformément a la figure 2.14, les coordonnées

Z
Z
1
fom
/[lem(8,9)
O fe 2 Tiebs(eg)
/”] y
a’/ Y
N
N
N
.
X Ny

Fiac. 2.14 — Orientation des dipoles d’absortion et d’émission dans le repére macro-
scopique (X,Y,Z). [ley est repéré par les angles d’Euler (0,9) et constitue l'aze z du
repére (x,y,z) associé a la molécule “batonnet”. [iups est repéré par les angles d’Euler
(&,p) dans le repére (x,y,z). Seul, langle & est fizé. Les autres angles peuvent prendre

n’importe quelle valeur, dans le cas d’une distribution orientationnelle isotrope.

de ce vecteur dans le repére (z,y,2) sont données par les angles (£,p) avec:

sin € cos ¢
fiabs = | sinsingp | . (2.21)
cos &

La matrice de passage du repere (z,y,z) au repere (X,Y,7) s’écrit :

cosfcos¢p —sing sinfcoso
M zy)—(xv,z) = | cosfsing cos¢ sinfsing |, (2.22)

—sin6 0 cos 6
ce qui permet d’exprimer les composantes p2> et 2> en fonction de 6, ¢, ¢ et ¢:

pas(0,0.€,0) = siné cos pcos cos ¢ — sin € sin psin ¢ + cos € sin 0 cos ¢ (2.23)
pes(0,0.6,0) = siné cos pcos @ sin ¢ + sin € sin ¢ cos ¢ + cos & sin 6 sin ¢. '
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Pour une fonction de distribution orientationnelle isotrope, les angles 6, ¢ et ¢ peuvent

prendre des valeurs quelconques et ’expression de 'intensité détectée devient :

1 2r 2w pw —
@68 = g | [ [ 1anl06.60) B2 50]11(6.0)sin 02005 dp.
™ Jo Jo Jo
(2.24)
Cette intensité dépend fortement de I'angle £, comme le montrent les diagrammes de

la figure 2.15. Les signaux de fluorescence sont d’autant plus dépolarisés que ’angle

(a) . 9%

0

F1G. 2.15 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence en fonction
de la direction de la polarisation incidente ®. Ces intensités ont été calculées avec
léquation (2.24) pour une distribution orientationnelle isotrope, avec § = 0,02 et € =
1,14 rad, en tenant compte de l'objectif et pour différentes valeurs de ’angle £ entre les
dipoles d’absorption et d’émission: & = 0° en continu, & = 25° en pointillés, & = 50°
en tirets. (a-b) Intensités de fluorescence dans les états de polarisation X et Y. (c)

Intensité de fluorescence totale TEWe + TEwe,

¢ est important : la base des lobes s’élargit pour former des structures a quatre lobes

lorsque ¢ atteint des valeurs élevées de 'ordre de 50°.

Détermination expérimentale de I’angle £ par mesure d’anisotropie

Pour s’assurer que l'angle £ est effectivement un des facteurs a l'origine de la
dépolarisation de la fluorescence dans les signaux mesurés, nous avons déterminé expé-
rimentalement sa valeur dans le cas de la molécule de DCM. Une valeur de cet angle
peut étre obtenue grace a des mesures d’anisotropie de fluorescence a un photon, tech-
nique couramment employée par les chimistes et biologistes [60, 61]. Cette mesure a
été effectuée sur le dispositif du Laboratoire de Photophysique et Photochimie Supra-

moléculaires et Macromoléculaires & 'ENS de Cachan. En utilisant les notations de la
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échantillon

I//I
s WT/l
- 2

Y  Détecteur

Lumiere
incidente (\f‘f

X

FiGc. 2.16 — Principe de la mesure d’anisotropie de fluorescence a un photon :
L’échantillon, constitué de molécules fluorescentes, est éclairé par un faisceau lumi-
neuz polarisé suivant l'are Z et se propageant parallelement a l'axe X. On mesure
I'intensité lumineuse émise par [’échantillon dans la direction Y, dans les deux polari-
sations X et Z. Ces intensités, notées 1, et I respectivement, permettent de calculer
le parameétre d’anisotropie défini par l’équation (2.25). Cette mesure d’anisotropie peut

étre effectuée a différentes longueurs d’onde.

figure 2.16, le parametre d’anisotropie de fluorescence est défini par:

Iy -1,

= 2.25
Iy +21, ( )

Pour déterminer expérimentalement ce parametre d’anisotropie, il faut que les molé-
cules soient dissoutes dans un solvant tres visqueux, de facon a limiter la diffusion
rotationnelle. En pratique, nous avons dilué les molécules de DCM dans une solution
de squalane dont la viscosité 1 est égale a 3,48 x 1072 kg-m~*-s~! & 20°C [62]. On peut

calculer le temps caractéristique de rotation, en évaluant le rapport :

_ Van

c = 2.2
T, T (2.26)

ol V4 représente le volume hydraté de la molécule (4 x 10727 m?®). On obtient alors:

_A4AX107%T x 348 x 1072

-~ — 34ns. 9.97
K 1,38 x 10-23 x 293 1 (2.27)
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Ce temps caractéristique est beaucoup plus grand que la durée de vie de ’état excité
de la molécule de DCM 7 ~ 3 ns, si bien que I'on peut considérer que 'orientation de
la molécule n’a pas changé entre I'excitation et I’émission. L’expression du parametre

d’anisotropie dépend alors uniquement de I’angle ¢ selon®:
A= (3cos?¢—1)/5. (2.28)

Lors de la mesure de ’anisotropie de fluorescence, il faut tenir compte des facteurs de
transmission du monochromateur placé devant le détecteur. Ils sont en effet différents
pour des signaux polarisés verticalement ou horizontalement. Ainsi, I’anisotropie est
corrigée de cet effet expérimentalement en calculant [9] :

]VV - GIVH [VV X IHV

avec G =

_ v T v : 2.29
[VV —"_ 2GIVH [VH X [HH ( )

ou [y correspond a l'intensité détectée dans la polarisation horizontale avec une exci-
tation verticale (1, sur la figure 2.16). Les mesures ont été effectuées a une longueur
d’onde de détection de 550 nm avec une longueur d’onde d’excitation variable (fi-
gure 2.17a) ou a une longueur d’onde d’excitation de 460 nm et avec une longueur

d’onde de détection variable (figure 2.17b). Dans les deux cas, on obtient une anisotro-

(@) s 0.20 — — 1.30
120x10° —|

Détection a 550 nm
100 -
- 0154 <A>=0.1777 L 1o

80 —
— 1.15

Coups

60 —
— 1.10

Anisotropie

40 = f

20 — — 1.05

— - ) - 1.00
I I I I I I I I I T T T | T I

380 400 420 440 460 480 500 520 540 400 420 440 460 480 500

Longueur d'onde d'excitation (nm) Longueur d'onde d'excitation (nm)

Excitation a 460 nm 0.20 4 iy
2 015 <A>=0.1789 16
2 } 1.4
§ 0.10 - 1,0
E 1.0
<
%% 08
06
0.00 —
[ [ T T T T I I I I I I I I
500 550 600 650 700 750 500 520 540 560 580 600 620 640
Longueur d'onde d'émission (nm) Longueur d'onde d'émission (nm)

Fi1G. 2.17 — Courbes donnant les intensités I, et Iy, le facteur G et I’anisotropie A

en fonction de la longueur d’onde d’excitation (a) et d’émission (b).

4. Lorsque la durée de vie de fluorescence 7+ n’est plus négligeable devant le temps caractéristique
de rotation 7., 'expression de I’anisotropie devient A = (3 cos? ¢ — 1)/5(1 + 7p /7).
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pie A = 0,178, ce qui correspond a un angle £ = 37°. La valeur de cet angle ne suffit
cependant pas a expliquer totalement la dépolarisation des signaux, comme le montre
la figure 2.18.

90 0 0
(a) 120 60 (b) 120 60 (C) 120 60
150 30 150 30 150 30
180 0 180 0 180 0
210 330 210 330 210 330
240 300 240 300 240 300
270 270 270

F1G. 2.18 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence en fonction
de la direction de la polarisation incidente ®. Ces intensités ont été calculées avec
Uéquation (2.24) pour une distribution orientationnelle isotrope, avec 6 = 0,02 et ¢ =
1,14 rad, en tenant compte de l'objectif et avec un angle & = 37°. (a-b) Intensités de
fluorescence dans les états de polarisation X etY . (c¢) Intensité de fluorescence totale
I)f?luo + Ifluo.

2.3.7 Transfert d’énergie d’une molécule a 'autre

Une autre hypothese pour expliquer la dépolarisation des signaux de fluorescence
observée expérimentalement, est le transfert d’énergie qui peut se produire d’une mo-
lécule de DCM a l'autre. La concentration en colorant dans 1’échantillon étudié est
en effet de 10 % en masse dans le PMMA, ce qui correspond a des distances inter-
moléculaires de 'ordre de quelques dizaines d’Angstroms. Ce phénomene, étudié pour
la premiere fois par FORSTER [63], correspond a un transfert d’énergie non radiatif
d’un chromophore excité (appelé donneur) vers un autre chromophore (appelé accep-
teur), par I'intermédiaire d’un couplage intermoléculaire dipole-dipole. Un tel transfert
est possible sur des distances inférieures & 100 A, & condition que le spectre d’émission
du donneur et le spectre d’absorbance de ’accepteur se recouvrent partiellement. Ce

phénomene est par conséquent tout a fait envisageable dans le cas de notre échantillon.

Modeéle du transfert

Le modele présenté dans ce paragraphe reprend l’analyse classique de transfert

d’énergie entre deux dipoles électriques, développé a partir de la référence [64]. L efficacité
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F1c. 2.19 — (a) Définition des grandeurs (r.p) permettant de calculer le champ E,
rayonné par le dipole iy au niveau du dipdle jiy. (b) Orientation relative du dipdle fis

par rapport au dipole iy et définition des angles (61,01,p,0,02,02).

du transfert d’énergie pouvant avoir lieu entre deux dipoles fi; et fis dépend de la dis-
tance r qui les sépare et de leur orientation relative. En effet, I’énergie d’interaction

. o
entre ces deux dipoles Uy, .z, s'écrit :

Ui —p = E, - iy = Migm (2 cosp - flg+sinp p- /12), (2.30)

ou E, correspond au champ électrique rayonné par le dipole fi; au niveau du dipodle
jio. L’angle p est I'angle formé par le dipole ji; et le vecteur reliant les deux chromo-
phores (figure 2.19a). Si l'orientation du dipole accepteur jis est défini dans le repere

orthonormé (f,,é,zﬂ) par les angles d'Euler Qs = (02,¢2), I'énergie d’interaction s’écrit :

Ui —jis = at 52 (2cos p sin by cos ¢y + sin p sin B, sin ¢). (2.31)
T
Le taux de transfert k. étant proportionnel a U 51_,132, on a:
2,2
M1 Ha
ky o - K2, (2.32)

ol le facteur x? dépend uniquement de 'orientation relative du dipdle /i, par rapport

au dipole fi; avec:

K2 (p,02,02) = (2 cos p sin s cos ¢y + sin p sin G, sin ¢2)2. (2.33)



50 Montage de microscopie non-linéaire résolu en polarisation

On définit Porientation du dipole donneur fi; dans le repére macroscopique (X,Y,7)
par les angles d’Euler ; = (01,¢;), de sorte que la probabilité d’absorption a deux

photons de la molécule s’écrit :

\px (601,01) - Ex + pay (61,01) - Ey|4~ (2.34)

Pour donner I'expression de la probabilité de détection de la fluorescence émise par le
dipole accepteur jio, il est nécessaire de calculer les coordonnées de ce vecteur dans le

repere (X,Y,Z). Conformément a la figure 2.19b, ces coordonnées vont dépendre des

angles (927¢27p7w7917¢1) puisque:

Jhox sin 6y cos ¢y
Moy | = [(M] (z,y,2)—(X,Y,Z) [(M] (7,p)) = (z,y,2) sinfhsingy |, (2.35)
oz cos 6y

olt [M](34.2)—(x,v,2) Teprésente la matrice de passage du repere (x,y,2) au repere (X,Y,7)

et [M]

58— (@,7) la matrice de passage du repére (f,,b,zﬂ) au repere (x,y,z). On a ainsi:

cosficos¢p, —sing; sinby cos ¢y
(Mzy)—(xv,z) = | cosByising; cosp;  sinbysin g (2.36)

—sin 6, 0 cos 0,
et

sin pcosty cospcosy —siny

M 5y —(ay) = | sinpsing cospsingy  cosyp | . (2.37)
cos p —sinp 0

Par conséquent, la probabilité de détection de la fluorescence émise par le dipole jio

s’écrit :

Jx(02,02,0.0,01,01) = K1 pi3 + Ko i3, + K; 13,
Ty (Ba,02,p.0,01,01) = Ko pi3 + K1 113, + K3 p3,,. (2.38)

On peut maintenant exprimer 'intensité de fluorescence détectée dans la polarisation I,

en présence de transfert :
IIFIUO((I)7€7§7€7T) = I;iireCt(cI)?gaé?E) + TI;EranSfert(q)’E,(s). (239)

Dans cette expression, Z4%t est donnée par I'équation (2.24) et Ztransfert gécrit :

Z—;ransfert(q)’gjé) :// |/I1(Q1) . 5’4 H2(p,92,¢2) JI(QQ’Q/’Ql)f(Ql)f(Qg)dQldQQdQ/
(2.40)
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avec ' = (p,)).

Il s’agit ici d’'un modele tres simplifié dans lequel on considere que le transfert
d’énergie intermoléculaire n’a lieu qu’entre plus proches voisins (le parametre r est
donc fixé pour chaque échantillon) et I'on néglige les transferts d’énergie secondaires.
Le facteur T est donc proportionnel & 1/7°% et rend compte de efficacité du transfert
étant donnée la distance intermoléculaire r. L’orientation relative des molécules est
quant a elle prise en compte dans ’équation (2.40). Dans cette expression on suppose
que la fonction de distribution orientationnelle des accepteurs est isotrope. En effet,
on considere dans un premier temps ’ensemble des donneurs ayant une orientation €2,
fixée. Chacun de ces donneurs va exciter une molécule d’orientation (6s,p2,p,1,01,01)
avec une efficacité proportionnelle & k2(p,02,02), la distance r étant fixée par la concen-
tration de I’échantillon. L’intensité de fluorescence émise apres transfert correspond
alors a la somme incohérente de la fluorescence émise par toutes ces molécules af-
fecté du coefficient k2, d’ou I'intégration sur les angles Qy et Q' avec f(€);) isotrope
(description statistique). On calcule ensuite la fluorescence totale émise apres trans-
fert en considérant ’ensemble des donneurs contenus dans le volume d’interaction par

intégration sur toutes les orientations €y, avec f(€) isotrope.

Ce modele est phénoménologique et n’a pas pour objectif de quantifier le taux de
transfert exact dans I’échantillon. Il est par contre suffisant pour interpréter de fagon

satisfaisante nos résultats expérimentaux.

Remarquons que dans I'expression (2.40), on ne tient pas compte de 1’angle £ entre
les dipoles d’absorption et d’émission. Le phénomene de transfert d’énergie est en effet
majoritairement responsable de la tres forte dépolarisation de la fluorescence émise,
comme le montre la figure 2.20.

Influence de la distance intermoléculaire

Pour valider I'hypothese de transfert d’énergie entre chromophores, nous avons
étudié des échantillons de concentrations différentes (10 %, 0,83 %, 0,085 % et 0,022 %
en masse dans le PMMA), de facon a faire varier la distance intermoléculaire r et par
conséquent le facteur T. Les diagrammes expérimentaux, représentés sur la figure 2.21,
montrent qu’effectivement la structure a quatre lobes tend vers une structure a deux
lobes, orientés suivant ’axe de détection, lorsque ’on diminue fortement la concentra-

tion de 1’échantillon.

Les ajustements, effectués a partir de ’équation (2.39) en tenant compte de 1'ou-

verture numérique de l'objectif, pour une distribution orientationnelle isotrope, avec
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F1G. 2.20 — Diagrammes polaires représentant TTasiert (q) et Ttanstert (p) en fonction
de la direction de la polarisation incidente ®. Ces intensités ont été calculées avec
Uéquation (2.40) pour une distribution orientationnelle isotrope, avec 6 = 0,02, ¢ =

1,14 rad et en tenant compte de l’ouverture de [’objectif.

e = 1,14 rad, 6 = 0,02 et £ = 30°°, permettent ’évaluation du facteur T en fonction
de la concentration. Pour vérifier que T suit bien une loi en 1/r°, il est nécessaire
d’estimer la distance intermoléculaire r a partir de la concentration massique dans le
polymere. Si I'on considere que chaque chromophore occupe un volume égal & 4 /3w R3,
alors » = 2R. La distance R, déterminée en faisant le rapport entre le volume de

polymere et le nombre de molécules de DCM contenues dans ce volume est telle que:

Mooy CAN

%’R'R3 — VPMMA MDCM (241)

ou ¢ représente le pourcentage massique des chromophores par rapport au polymere,
d = 1,18 la densité du PMMA, Mycy = 303,36 g-mol~! la masse molaire du DCM et
N le nombre d’AVOGADRO. Les résultats numériques obtenus sont rassemblés dans le

tableau ci-dessous:

5. Cette valeur, déterminée avec I’échantillon de plus faible concentration, est légerement inférieure
a la valeur obtenue par mesure d’anisotropie a un photon en solution. En effet les molécules de DCM

se trouvent maintenant dans un milieu polymere et on analyse la fluorescence & deux photons.
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(b)

Fi1G. 2.21 — Diagrammes polaires donnant lintensité de fluorescence a deux photons,
détectée dans l’état de polarisation X (en gris foncé) et Y (en gris clair), en fonction
de la direction de la polarisation du faisceau incident, repérée par ’angle ® variant de
0° a 360°. Le temps d’intégration est de 100 ms par point. Les quatre diagrammes ont
été obtenus avec des échantillons comportant des molécules de DCM de concentration
massique variable dans le PMMA. (a) 10 % (b) 0,83 % (c) 0,085 % (d) 0,022 %. Les
ajustements théoriques, en ligne continue, ont été calculés avec l’équation (2.39), pour
une distribution orientationnelle isotrope, en tenant compte de 'ouverture de l’objectif,
avec e = 1,14 rad, 6 = 0,02, £ = 30°. Le facteur T est ajusté pour chaque concentration :
(a) T=09 (b) T=0,09 (¢c) T=10"° (d) T =1078.
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Pourcentage massique Distance intermoléculaire Facteur

c (%) r (nm) T
10 2 0,9
0,83 5 0,09
0,085 15 107°
0,022 40 108

La figure 2.22 représente le facteur T en fonction de la distance intermoléculaire r
et on voit qu’il suit effectivement une loi en 1/r% conformément & une interaction

dipole-dipdle.

Facteur de transfert T (u.a.)

Distance intermoléculaire (nm)

Fi1G. 2.22 — Représentation du facteur T, déduit des ajustements de la figure 2.21, en
fonction de la distance intermoléculaire estimée a partir de la concentration massique,

en échelle log-log. La courbe continue correspond a une loi en 1/r°.

2.4 Conclusion du chapitre 2

Dans ce montage de microscopie non-linéaire, nous avons pu interpréter la réponse
en polarisation d’un échantillon comportant des molécules fluorescentes orientées de
fagon isotrope dans une matrice polymere (figure 2.23). Pour rendre compte des si-
gnaux expérimentaux, il a fallu en particulier considérer 'effet du miroir dichroique
sur la polarisation incidente et l'effet de la grande ouverture numérique de 'objectif
de microscope sur la polarisation des signaux lumineux émis. Les deux effets sont a

prendre en compte simultanément. Les facteurs déterminés expérimentalement (¢ et 0)
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seront gardés pour la suite de nos études. Nous allons en effet utiliser cette calibration
pour analyser d’autres échantillons.
Cette premiere analyse a également permis de mettre en évidence des phénomenes

physiques tels que l'existence d’'un angle entre les dipoles d’absorption et d’émission

Détection X Détection Y Détection X+Y

Distribution
isotrope

0 Polarisation
d'algls%?ﬁ?on Objectif de incidente
et duémission mICFOSCOpe £ :61:151(;2d

Transfert
d'énergie
intermoléculaire

0O0DDAT
DOOBEE

Données

QOO0

expérimen

Fi1Gc. 2.23 — Résumé des étapes de la modélisation permettant de rendre compte de la

réponse en polarisation d’un ensemble isotrope de molécules fluorescentes.



56 Montage de microscopie non-linéaire résolu en polarisation

associés a la molécule de DCM, et la possibilité d'un transfert d’énergie d’un fluo-
rophore a l'autre, dont l'intensité est fonction de la concentration en colorant dans
I’échantillon. La signature de ces effets sera particulierement utile pour I'interprétation
de données provenant d’objets nanométriques isolés, lesquels ne peuvent étre étudiés

par des techniques d’optique non-linéaire non résolues spatialement.



Chapitre 3

Orientation de molécules sous

champ électrique

Dans le précédent chapitre, nous avons étudié la dépendance a la polarisation inci-
dente de la fluorescence émise par des molécules insérées dans un film polymere avec
une distribution orientationnelle isotrope. Il serait maintenant intéressant de voir si in-
versement, cette réponse en polarisation permet d’obtenir des informations sur ’orien-
tation des molécules lorsque leur répartition cesse d’étre isotrope. L’étude de matériaux
non-linéaires d’ordre 2 apparait de ce point de vue tres séduisante. L’arrangement non-
centrosymétrique des molécules qui les constituent, conduit a 1’émission d’'une onde
harmonique et la réponse en polarisation de ce nouveau signal va donner des renseigne-
ments complémentaires sur ’organisation moléculaire au sein du matériau. Nous allons
en effet montrer que fluorescence a deux photons et génération du second harmonique
sont sensibles a des ordres différents de la fonction de distribution orientationnelle des

molécules.

D’une fagon générale, on peut obtenir des arrangements non-centrosymétriques de
molécules non-linéaires en réalisant des films de Langmuir-Blodgett [65, 66], par cris-

L ou encore, en orientant des molécules placées dans un milieu polymere

tallisation
avec un champ électrique [67]. C’est cette derniére méthode d’orientation qui va nous
intéresser ici. Dans ce cas, l'orientation des molécules peut a I’équilibre thermodyna-
mique étre décrite par une fonction de distribution de BoLTZMANN [68]. Ce type de
systeme est d’autre part étudié depuis longtemps au LPQM, pour la fabrication de com-
posants électro-optiques a base de polymeres non-linéaires orientés [69]. Nous 1’avons

donc considéré comme un systeme modele.

1. Ce type de matériau sera étudié de maniere approfondie dans les chapitres suivants.
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Dans ce chapitre, nous allons présenter le procédé de fabrication des électrodes
permettant ’application du champ électrique dans une couche de polymere déposée
sur une lamelle de microscope. On comparera alors les réponses en polarisation de la
FDP et de la GSH en jouant en particulier sur 'amplitude et 'orientation du champ
électrique. Cette étude basée sur des mesures d’ensemble sera complétée en déterminant
I’orientation de molécules uniques placées sous le méme champ électrique. Le diagnos-
tic sera alors fondé sur la détection de la fluorescence a un photon par microscopie
confocale.

3.1 Application du champ électrique

3.1.1 Structure de ’échantillon

Le champ électrique statique est appliqué dans le plan de 1’échantillon (X,Y") grace
a des électrodes disposées dans le plan de la lamelle de microscope (figure 3.1). Elles
sont constituées d’or et sont distantes de 10 pm. Leur épaisseur est de 50 nm environ de
facon a réduire au maximun les risques de claquage. En effet, les petites imperfections
qui peuvent étre a l'origine d’arcs électriques, augmentent fortement avec 1’épaisseur
des électrodes. On peut ainsi appliquer une tension allant jusqu’a 300 V sans trop

de risques de claquage, ce qui correspond a un champ électrique entre électrodes de
3 x 107 V/m.

FiG. 3.1 — Echantillon comportant les €Electrodes en or, déposées sur une lamelle de
microscope par photolithographie. L’échantillon comporte 15 couples d’électrodes iden-

tiques. Celles-ci sont alternativement reliées aux points de contact électrique.
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3.1.2 Procédé de fabrication des électrodes

L’objectif du microscope est configuré pour travailler avec une lamelle de micro-
scope en verre d’épaisseur 0,17 mm. Un travail important a donc consisté a transposer
la technique de photolithographie couramment utilisée au laboratoire, pour graver des
structures de modulateurs électro-optiques sur des substrats de silicium [70], afin d’ar-

river & la structure d’électrodes sur la lamelle de verre.

Préparation de la lamelle et dépot d’or

La lamelle de microscope est préalablement nettoyée a l'acétone, a I’éthanol puis
a l'eau ultra-pure, avant d’étre séchée sous flux d’azote. Il est nécessaire de déposer
par centrifugation, une couche intermédiaire de polyméthyl-méthacrylate de 300 nm
d’épaisseur, afin que l'or adhere au substrat. On recouvre alors le substrat d’une couche

de 50 nm d’or, en utilisant un bati a pulvérisation.

Formation des électrodes par photolithographie

Le principe de la photolithographie est de transférer sur le substrat, un motif dessiné
au chrome sur une plaque de verre, appelée masque. Nous avons utilisé un masque
qui était disponible au LPQM et qui comportait 15 couples d’électrodes transverses.
Les différentes étapes conduisant a la formation des électrodes sont résumées sur la
figure 3.2.

1. Dans un premier temps, on dépose par centrifugation sur la couche d’or, une
couche de résine photosensible Microposit S1813 (Shipley UK)?, avant de la re-
cuire en posant 1’échantillon sur une plaque chauffante a 95°C pendant trois

minutes.

2. A laide d’'un aligneur, on vient plaquer le masque contre 1’échantillon pour expo-
ser la résine non recouverte par les motifs du masque, a un rayonnement ultravio-
let calibré en puissance pendant une durée de 7 secondes. Le motif du masque est
alors transféré sur la couche de résine, en attaquant chimiquement la partie qui
a été exposée a la lumiere ultraviolette. On plonge pour cela ’échantillon pen-
dant une minute, dans un bain thermostaté (dilution au sixieme du révélateur

Microposit 351) et on le rince a 1’eau ultra-pure.

3. A ce stade de la fabrication, la résine est restée intacte a l’emplacement des

électrodes et constitue une couche de protection pour 'or. Ailleurs, I’or n’est plus

2. Parametres pour la centrifugation : vitesse = 4000 tours/min, accélération = 5000 tours/min/s,

durée = 30 s
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Résine photosensible S1813

Au (50 nm)

PMMA (300 nm)

Lamelle de microscope (0.17 mm)

@ Insolation

l

| asg

@ Attaque au Kl

photographie prise au microscope

Révélation

>

@ Elimination de la résine

V.4

Fic. 3.2 - E’tapes de fabrication des électrodes par photolithographie sur lamelle de

microscope.
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protégé : on va pouvoir 'attaquer en trempant I’échantillon pendant 30 secondes
dans une solution d’iodure de potassium diluée au quart. Apres rincage a l’eau

ultra-pure, on peut observer au microscope le systeme d’électrodes en or.

4. Les électrodes sont encore recouvertes de résine, que 1’on va éliminer en exposant
a nouveau l’échantillon au rayonnement ultraviolet, puis en le trempant dans le
bain révélateur. On rince alors I’échantillon avec de ’eau ultra-pure et on le seche

sous flux d’azote.

Attaque RIE (pour l'orientation de molécules uniques)

Apres toutes ces opérations, la couche d’accrochage de PMMA est toujours présente.
Elle devrait étre transparente, mais on observe en pratique un fort signal de fluores-
cence, lorsque ’échantillon est analysé en microscopie confocale sous excitation a un
photon?. Des molécules de résine doivent probablement s’incruster a la surface de la
couche de polymere et ne sont pas éliminées par le bain révélateur. Ce signal de fluores-
cence est génant lorsque 'on travaille en molécules uniques, car il masque completement
la fluorescence des molécules que 'on cherche a orienter. Une astuce pour éliminer la
fluorescence parasite, consiste a attaquer la surface de la couche d’accrochage par un
bombardement ionique. Cette derniere étape, appelée “attaque RIE” pour Reactive ITon
FEtching, est en revanche inutile lorsque 1’on travaille sous excitation infrarouge, car la

résine ne fluoresce pas dans ces conditions d’éclairement.

Réalisation des contacts électriques

Les électrodes en or vont étre reliées a une alimentation haute tension, par l'in-
termédiaire de petits fils conducteurs fixés a I’échantillon avec de la laque d’argent.
Une soudure a chaud risquerait en effet de briser la lamelle de microscope. Les petits
fils ainsi fixés seront a leur tour soudés aux cables de sortie de I’ alimentation HT, au

moment de I'installation de ’échantillon sur le microscope (figure 3.3).

Dépot de polymere dopé en colorant

Une fois que la laque d’argent a bien séché, on peut déposer par centrifugation, une
couche de polymere comportant les molécules optiquement actives. On ne peut réaliser
ce dépot avant d’avoir fixé les fils électriques, car les points de contact prévus pour la

connexion aux électrodes seraient alors inaccessibles.

3. On s’intéressera par la suite & 'orientation de molécules uniques (cf. paragraphe 3.3, page 69).
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Fic. 3.3 — Installation de [’échantillon comportant les électrodes sur la platine de trans-

lation du microscope et connexion des fils conducteurs a ’alimentation HT.

_\N
HO —< >—N .
(— N «@—Noz

F1G. 3.4 — Formule développée de la molécule de 4-(N-éthyl-N-(2-hydrozyéthyl))amino-
4°-nitro-azobenzéne (DR1).

3.1.3 Mise en ceuvre

Nous avons étudié deux types d’échantillon, I'un comportant des molécules de
DCM, l'autre des molécules de 4-(N-éthyl-N-(2-hydroxyéthyl))amino-4’-nitro-azoben-
zene (DR1), dispersées dans une matrice de PMMA (concentration massique de 5 %).
Ces deux molécules comportent en effet un dipole électrique permanent (popey =
10,2 D [71] et poprs = 8,7 D [72]) leur permettant de s’orienter parallelement au
champ électrique. Ce sont également des molécules non-linéaires avec des hyperpola-
risabilités quadratiques importantes puisque 8% = 63,3x10730 esu [71] et gO =
69,0x1073% esu [72]. En revanche, la molécule de DR1, représentée sur la figure 3.4,
n’est pas fluorescente. En effet, du fait de la liaison diazoique, elle peut accéder a des
niveaux non radiatifs de photoisomérisation rapide [73].

Les solutions utilisées pour le dépot étaient fortement concentrées en polymere
(concentration massique de 5 %), de fagon a bien recouvrir les électrodes et limiter ainsi

les phénomenes de claquage. Apres le dépot, nous n’avons pas recuit les échantillons,



3.1 Application du champ électrique

63

(a)

(€)

5000 —
, 40007 w» 2001 pic de GSH
[Te) . o
S 3000 pic de GSH o -—
[%] a ]
S 2000 g 100
o (@)
O O
1000 —
g
0 T T T T T i i ' ; ;
480 500 520 540 560 580 500 520 540 560 580
Longueur d’onde (nm) Longueur d’onde (nm)
(b) (d)
5007
320
Champ ON
o 280 » 4001 <+
IS S
& 240 S 3001
2 I
S 200 S 200
o o
O (@)
160 100
120 I T T T I T T T T I T T T T 0- r
40 80 120 160
0 100 200
Temps (s) Temps (s)

F1G. 3.5 — (a) Spectre émis par un échantillon comportant des molécules de DCM.
Lorsque le champ est appliqué, il apparait un pic de GSH a coté de la bande de fluores-
cence. (b) Modulation du signal de GSH émis par les molécules de DCM par l'applica-
tion d’un champ électrique variable. (c) Spectre d’émission d’un échantillon comportant
des molécules de DRI : il n’apparait qu’un pic de GSH lorsque le champ est appliqué. (d)
GSH émuse par les molécules de DR1 et modulée par le champ électrique. La puissance

infrarouge incidente est de 4 mW pour une longueur d’onde de 987 nm.

pour favoriser l'orientation des molécules en présence de champ électrique. Le cla-
quage est de ce fait rendu plus probable. Néanmoins, il a été possible d’appliquer un
champ électrique allant jusqu’a 50 V/m sur quelques échantillons. Une fois le champ
électrique établi, un pic de GSH apparait dans le spectre des signaux détectés (fi-
gure 3.5a et 3.5¢). Ce rayonnement est la preuve directe de I'orientation des molécules
sous l'effet du champ électrique, qui est a l'origine de la non-centrosymétrie dans la
distribution orientationnelle des molécules.

Les figures 3.5b et 3.5d montrent I’évolution de I'intensité de la GSH émise, lorsque
I’'amplitude du champ électrique qui induit l'orientation, est modulée par un signal
créneau. La variation brutale des signaux de GSH traduit une grande mobilité des

molécules dans le PMMA, malgré sa température de transition vitreuse relativement
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élevée (T, = 120°C). Cette grande mobilité vient du fait que les chromophores ont
simplement été dispersés dans la matrice polymere non recuite [17]. Notre échantillon
va ainsi nous permettre d’étudier le comportement des molécules sous champ électrique

et constituera a ce titre un systéme “modele” d’échantillon non-centrosymétrique®.

3.2 Analyse en polarisation d’un échantillon placé

sous champ électrique

Nous allons maintenant étudier séparément la réponse en polarisation de la fluores-
cence a deux photons et de la GSH, lorsque I'orientation des molécules est caractérisée
par une fonction de distribution statistique de BOLTZMANN. Nous allons voir en parti-
culier que les diagrammes polaires associés aux deux types de rayonnement émis sont

tres différents et que la GSH est beaucoup plus sensible a l'orientation des molécules.

3.2.1 Fluorescence a deux photons

La figure 3.6 montre les variations des intensités Z5° et ZE™° en fonction de la pola-
risation incidente, mesurées en sélectionnant spectralement le rayonnement de fluores-
cence émis par les molécules de DCM. On ne remarque pas de différence notable entre
les différents diagrammes polaires lorsque 'on applique ou non un champ électrique.

Ceci est confirmé par les diagrammes polaires théoriques, calculés pour différentes va-

Y
FLUO X Y FLUOY
X X
12000/100ms 15000/100ms
— U=0V — U=0V
=300V m— J=300 V

FIG. 3.6 — Diagrammes polaires donnant les intensités de fluorescence TEM et TEFWe en
fonction de la polarisation incidente, lorsque Ey = 0 (en noir) et Ey = 3 x 107 V/m

(en gris) (Ey//iix ).La puissance du faisceau incident était de 7 mW ¢ 987 nm.

4. Pour réaliser des composants optiques non-linéaires, on utilise au contraire des polymeres greffés,
de fagon a augmenter la stabilité orientationnelle des molécules ainsi que leur concentration. De plus,
le polymere greffé est soumis au champ électrique a une température supérieure a la température de

transition vitreuse, puis il est refroidi a une température inférieure.
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leurs du champ électrique o (figure 3.7). Ces diagrammes ont été tragés en évaluant

I’expression :

TP (p 2 5) = / 7(Q) - E(®,2,0,6)[4 T1(Q) £() dQ. (3.1)

La fonction de distribution orientationnelle f(€2) correspond ici a la fonction de distri-

bution statistique de BOLTZMANN en présence du champ électrique EO :

£(Q) = eXp<ﬁ0<Q)'?0/kBT)
[ exp(o(Q) - Eo/ksT)dQ’

(3.2)

ol kg est la constante de BOLTZMANN, T' la température égale a 293 K pour nos condi-
tions expérimentales et [y représente le moment dipolaire permanent de la molécule.
Pour le calcul, on considere que les deux moments dipolaires i et iy ont la méme
orientation définie par 2 = (6,¢). On voit sur la figure 3.7 qu’il faudrait appliquer

() Y4

.....

Fic. 3.7 — Influence de 'amplitude du champ électrique EO, orienté parallélement a
Vaze X, sur la réponse en polarisation de la fluorescence a deux photons (en poin-
tillés ZE", en continu ZE"™°). Les diagrammes polaires ont été calculés avec ['ex-
pression (3.1), sans tenir compte des effets de transfert d’énergie ni de l'angle exis-
tant entre les dipoles d’absorption et d’émission. Ils sont tracés a la méme échelle.
(a) Cas d’une fonction de distribution orientationnelle isotrope avec Eq = 0. (b) Cas
ou Ey = 3 x 107 V/m, valeur correspondant a nos conditions expérimentales. (c¢) La
présence du champ devient visible lorsque Eq = 3 x 108 V/m, soit une valeur du champ
Ey diz fois plus grande que celle que 'on peut appliquer expérimentalement, sans qu’il

y ait un claquage entre les électrodes.

un champ de l'ordre de 3 x 10® V/m pour espérer voir un effet net sur la réponse
en polarisation de la fluorescence. Nous sommes malheureusement limités par le cla-
quage des électrodes, pour passer dans un régime ou |/ - E(]] ~ kgT. Ainsi, la faible
sensibilité de la fluorescence a 'orientation des molécules vient du fait que ’on a seule-
ment | - EO\ = 0,252 k5T avec nos conditions expérimentales, ce qui correspond a une

fonction de distribution orientationnelle tres large (figure 3.8).
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F1G. 3.8 — Projection de la fonction de distribution statistique de BOLTZMANN, dans le
plan (XY), calculée avec g =10 D et Ey = 3 x 107 V/m (soit |dy - Eo| = 0,252 k,T).

3.2.2 Génération du second harmonique

Nous allons montrer que la génération du second harmonique est, contrairement a
la fluorescence a deux photons, tres sensible a I'orientation des molécules. Nous avons
pour cela choisi d’étudier un échantillon dopé en DR1, afin que les signaux de GSH ne
soient pas noyés dans le fond de fluorescence comme dans le cas de la molécule de DCM.
Les diagrammes polaires obtenus pour différentes orientations du champ électrique EO
sont présentés sur la figure 3.9.

Le modele développé pour rendre compte des données expérimentales s’inspire de la
Réf. [49], reliant hyperpolarisabilité moléculaire et susceptibilité macroscopique. La
molécule de DR1 est une molécule de type batonnet (figure 3.4), si bien que la seule
composante non-nulle du tenseur hyperpolarisabilité est la composante (3;5; ot 'axe 3
est confondu avec 'axe de la molécule repéré par les angles 2 = (6,4). Les compo-
santes du tenseur susceptibilité (), caractérisant les propriétés optiques non-linéaires
macroscopiques de 1’échantillon, sont reliées a I’hyperpolarisabité 3 et a la fonction de

distribution orientationnelle des molécules de DR1 par la relation:
X Qw; w,w) = N Bass / cos(3,1) cos(3,J) cos(3,K) f()dQ, (3.3)

ou N est le nombre de molécules non-linéaires par unité de volume (cf. équation (1.24),
page 20). Les indices I,J,K se rapportent aux axes du repere macroscopique X,Y,Z.
Le parametre cos(3,I) correspond a la projection de I'axe 3 repérant la direction de
la molécule batonnet, sur 'axe I. On peut raisonnablement négliger les facteurs de
champ local f;(2w), f,(w) et fx(w) car la concentration des molécules non-linéaires et

Pamplitude du champ Ej sont relativement faibles [74]. On en déduit I'expression de
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b
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F1G. 3.9 — Signauz de génération du second harmonique IG5 (en gris foncé) et ZG"

(en gris clair) émis par un échantillon de DR1, en fonction de la polarisation incidente.
La puissance infrarouge incidente était de 4 mW a 987 nm et le champ électrique
appliqué avait une amplitude de 3 x 107 V/m. (a-b) Ey est orienté parallélement d
Vaze X. (c-d) Ey est orienté parallélement o Uaze Y. (e) Ey est orienté suivant une
direction intermédiaire, a 45° de ’axe X . Les courbes théoriques, en ligne continue, ont
été calculées avec I'équation (C.9) et la fonction de distribution de BOLTZMANN (3.2),
avec € = 1,14 rad et 6 = 0,02.

la polarisation non-linéaire induite du second-ordre :

PP (®e.6t) ZX”K 2w; w,w)E, (D.e,0,t)Ey (D.e,6,t). (3.4)

Dans une premiere approximation, on peut considérer que l'intensité de GSH détectée

est telle que (cf. chapitre 1):

2
TOSH(P 2 §) o <PI(2)(<I>,5,5,t)> . (3.5)

Cette expression peut étre généralisée pour inclure les spécificités du montage (an-

nexe C.2). Nous utiliserons par la suite l'expression (C.9) page 174, qui prend en
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compte notamment le demi-angle d’ouverture de ’objectif de microscope et le fait que
la GSH est émise de fagon cohérente. Cette expression permet de bien reproduire les
données expérimentales de la figure 3.9. Le bon accord entre théorie et modélisation
nous indique qu’il n’est pas nécessaire de prendre en compte des phénomenes de trans-
fert d’énergie entre molécules dans la cas de la GSH. En effet, on est plus loin des
résonances, donc l'effet de transfert d’excitation est beaucoup plus faible. De plus, ces
phénomenes de transfert ont lieu a des échelles de temps de 'ordre de la durée de vie

de I'état excité et donc supérieures au temps d’émission du second harmonique.

3.2.3 Bilan

L’expression (3.3) montre que le signal de GSH apparait directement sur un fond
nul, dés que la fonction de distribution f(€2) devient non-centrosymétrique. C’est pour-
quoi il est possible de détecter une tres légere modification de ’organisation moléculaire
grace au rayonnement de GSH. D’une facon générale, si on décompose la fonction de dis-
tribution orientationnelle en une somme de termes d’ordres pair et impair, le signal de
GSH est relié aux termes d’ordre impair de la décomposition, tandis que la fluorescence
a deux photons est sensible aux termes d’ordre pair, conformément a 1’équation (3.1).
L’étude simultanée des deux rayonnements permet ainsi d’obtenir des renseignements
complémentaires sur les propriétés de symétrie du matériau considéré.

Dans le cas particulier ou des molécules sont soumises a un champ électrique Eo, le

développement limité de la fonction de distribution de BOLTZMANN :

£0) 1 fio(Q) - By |1 (ﬁo(Q) : E> 5.

= = 1+ ==+

[ exp(fip(Q) - Eo/ksT) dQ kgT 2 kT
montre que la GSH est tres sensible a 'orientation des molécules via le terme d’ordre 1
en EO. Ce ne sera pas le cas de la fluorescence, tant que le terme d’ordre 2 en EO
sera négligeable devant le terme constant (qui correspond a une distribution isotrope).
Le passage dans ce régime de “champ fort” a été malheureusement limité par les

phénomenes de claquage au niveau de 1’échantillon.
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3.3 Etude a I’échelle de la molécule unique

Les mesures effectuées précédemment ont permis d’obtenir des renseignements sur
la fonction de distribution orientationnelle des molécules a l'intérieur du polymere.
Cette fonction de distribution est de nature statistique et ne renseigne pas sur l'orien-
tation propre des molécules, dont on peut supposer qu’elle est fortement affectée
par l'environnement local [75, 76]. La spectroscopie de molécules uniques permet de
répondre a de nombreuses questions relatives aux comportements moléculaires qui se-
raient éventuellement cachés dans une mesure d’ensemble [77, 78]. En particulier, quel
est le comportement individuel de diffusion orientationnelle de molécules en I’absence
de perturbation ou sous champ électrique? Des études récentes [79, 80] ont montré que
dans un polymere de bas Ty, les molécules suivaient individuellement des mouvements
de fluctuation orientationnelle tres similaires a ce qui avait été mesuré auparavant dans
un ensemble de molécules. En particulier, les fluctuations observées en mesure d’en-
semble ne sont pas dues a une moyenne de comportements hétérogenes, mais au fait
que chaque molécule subit un comportement hétérogene du a son environnement lui
méme hétérogene par diffusion dans les pores du polymere. Dans le cadre de notre
étude, nous souhaitons obtenir le méme type de renseignement sur le comportement

de molécules sous champ électrique.

3.3.1 Montage expérimental

Le montage de microscopie confocale permettant de détecter la fluorescence a un
photon émise par des molécules uniques, utilise le méme microscope que celui auquel
on a recours pour I'analyse en polarisation (figure 3.10). La source d’excitation est
maintenant un laser a argon continu (A = 514 nm), polarisé circulairement grace a une
lame quart-d’onde. Cet état de polarisation permet de s’affranchir de la photosélection :
la probabilité d’excitation des molécules est ainsi indépendante de leur orientation dans
le plan (X,Y"). Le miroir dichroique utilisé réfléchit le faisceau incident & 514 nm et
transmet les signaux de fluorescence collectés par l'objectif. Le trou de confocalité
qui est conjugué au plan de I’échantillon pour diminuer la profondeur de champ (cf.
annexe A.3, page 169), a un diametre de 50 pm. Enfin, le cube polarisant permet de

détecter simultanément la fluorescence émise dans les états de polarisation X et Y.

3.3.2 Echantillons étudiés

Les échantillons étudiés ont été obtenus a partir de solutions de chlorobenzene et

de polymere (concentration massique 5 %), avec des molécules de 9-diéthylamino-5H-
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D . Carte de
comptage

7

Fi1G. 3.10 — Microscope confocal utilisé pour les expériences de molécules uniques. P :
polariseur; \/4 : lame quart-d’onde permettant d’obtenir une polarisation circulaire ;
Obj : objectif de microscope a immersion dans [’huile x60, ON = 1,4; MD : miroir
dichroique ; L : lentille convergente; TC : trou de confocalité de diametre 50 pm; FN :
filtre notch supprimant les radiations résiduelles autour de 514 nm, issues du faisceau
laser incident (laser argon continu); fo : fibre optique pour le filtrage spatial du mode ;
CP : cube polarisant permettant de séparer les signaux lumineur émis dans les deux
états de polarisation X et'Y ; PDA1, PDA2 : photodiodes a avalanche fonctionnant en

régime de comptage de photons.
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benzo[alpha]phénoxazine-5-one (Nile Red) a la concentration de 8,4x 107 mol-L.~!. Ce
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Fic. 3.11 - (a) Formule développée de la molécule de 9-diéthylamino-5H-
benzo[alpha/phénozazine-5-one (Nile Red). (b) Cartographie de la fluorescence obtenue
avec un échantillon comportant des molécules de Nile Red. La puissance du laser Ar
était de 2 pW a 514 nm.

fluorophore comporte un moment dipolaire permanent de 7 D [81] permettant ’orienta-
tion sous champ électrique, ainsi qu'un rendement quantique de fluorescence de 0,7 [82].
La longueur d’onde d’absorption maximum est de 550 nm et 1’émission de fluorescence
se fait autour de 600 nm (figure 3.12). Nous avons choisi cette molécule car, contraire-
ment a la molécule de DCM, elle est particulierement stable, avec une probabilité nulle
de photoisomérisation. Elle peut émettre de la fluorescence pendant plusieurs dizaines
de secondes, avant d’étre photodétruite, dans des conditions usuelles d’éclairement®.

Les solutions ont été déposées par centrifugation® sur des lamelles de microscope com-
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Fi1G. 3.12 — Spectre d’absorption et d’émission de la molécule Nile Red. Ces courbes
proviennent de la Réf. [83].

5. La photodestruction qui reste un probleme crucial dans les études de molécules uniques, est
principalement due & la formation de radicaux par réaction avec l'oxygene diffusant dans le milieu.
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portant des électrodes et préalablement nettoyées par attaque RIE. Plusieurs polymeres
de températures de transition vitreuse différentes, ont été employés afin de comparer

le comportement des molécules lors de 'application du champ électrique :
— le poly(butylméthacrylate) (T, = 15°C);
— le poly(butylméthacrylate-co-isobutylméthacrylate) (7, = 35°C);
~ le PMMA (T, = 120°C).

3.3.3 Détermination de ’orientation des molécules et influence

du champ électrique

A partir des intensités de fluorescence enregistrées au cours du temps sur les voies
de détection X et Y, on peut calculer le parametre de contraste de polarisation P défini

par:

_a-Z (3.7)

IH +7,

ou Zj et Z, correspondent aux intensités de fluorescence émises suivant les directions

de polarisation parallele et perpendiculaire au champ o respectivement. Si I'angle ©

donne la direction du dipole d’émission de la molécule par rapport au champ Ey dans

le plan (X,Y"), alors on peut déterminer la valeur de © & partir du parametre P. En
effet: cos? O — sin? ©

P = 00 1520 cos(20). (3.8)

La figure 3.13 donne la séquence temporelle de trois molécules de Nile Red, ainsi

que I'évolution de P et © au cours du temps, lorsqu'un champ Ey = 3 x 10" V/m
est appliqué. Les séquences temporelles sont caractéristiques de molécules uniques par
I’arrét soudain de 1’émission par photoblanchiment. En effet, dans le cas d'une me-
sure d’ensemble, la décroissance du signal de fluorescence due au photoblanchiment
a une allure exponentielle. On observe des comportement tres distincts, qui montrent
que l'orientation des molécules dépend énormément de son environnement. Certaines
molécules conservent ainsi une orientation constante au cours du temps, tandis que
d’autres oscillent entre deux orientations différentes. Remarquons que le phénomene
de blinking (passage dans I’état triplet non radiatif) semble ne pas conduire & une mo-

dification de l'orientation de la molécule.

Pour mettre en évidence 'effet du champ électrique sur 'orientation des molécules

uniques, nous avons représenté sous forme d’histogrammes, 'angle © déduit des sé-

6. Parameétres pour la centrifugation : vitesse = 2000 tours/min, accélération = 5000 tours/min/s,

durée = 30 s.
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F1G. 3.13 — Exemples de séquences temporelles représentant I et I, en fonction du
temps. Ces enregistrements permettent de calculer le contraste de polarisation P et
d’en déduire 'orientation © du dipodle associé a la molécule unique dans le plan de
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quences temporelles enregistrées en présence ou non du champ Eg. Les histogrammes
de la figure 3.14 ont été obtenus en considérant a chaque fois une centaine de molécules.
Dans les trois polymeres, la présence du champ électrique se manifeste par une valeur
moyenne de l'angle © légerement inférieure a celle obtenue en ’absence de champ
électrique. Cet effet est malheureusement faible; il aurait fallu appliquer un champ
électrique beaucoup plus important, mais nous étions limités par le claquage des élec-
trodes.

Les histogrammes en cloche obtenus notamment en 1’absence de champ EO, alors
qu’on s’attendrait en théorie a des histogrammes plats, semblent au premier abord
surprenants (figure 3.14). Pour interpréter ces résultats expérimentaux, nous avons
considéré le produit de la fonction de distribution de Boltzmann f(0) o exp(foEp cos ©/ksT)
par la probabilité d’excitation & un photon des molécules |fi(©).E|2. Cette probabilité
d’excitation dépend en effet de I'angle © car la réflexion du faisceau incident sur le
miroir dichroique modifie légerement la polarisation incidente. Ainsi, au lieu d’étre

circulaire, cette polarisation devient elliptique:

) cos(wt)
E(te)=FE | cos(wt—5 +¢) |. (3.9)
0

Cette ellipticité (¢ = 0.2 rad) permet de reproduire les courbes en cloche obtenues en
I’absence de champ, a la place d'une répartition angulaire uniforme. Mais ce modele
reste incomplet car d’autres effets tels que la diffusion rotationnelle des molécules
doivent également intervenir. De plus, des biais tels qu'une erreur dans la calibra-
tion des deux voies peuvent également affecter les histogrammes. Notons enfin que le
nombre de molécules considéré (N = 100) pour tracer les différents histogrammes reste
petit pour une analyse statistique rigoureuse. Mais le but de notre étude ici est plus de
voir la modification de I'histogramme induite par le champ électrique, que d’étudier la
forme de I’histogramme.

A partir de la courbe donnant 1’évolution de ’angle © en fonction du temps, on
peut déterminer la plage de variation de cet angle, appelée 6O et calculée a partir de la
variance de ’ensemble des valeurs de O (figure 3.13a). On a mesuré §© pour un certain
nombre de molécules, en présence ou non du champ électrique. Le tracé des histo-
grammes récapitulant les différentes valeurs de 0O trouvées met en évidence 'influence
du champ sur lorientation des molécules (figure 3.15). Dans les trois polymeres, on
observe systématiquement que les fluctuations de ’angle d’orientation © des molécules
diminuent lorsque le champ EO est appliqué. Ce résultat signifie sans doute que les
molécules oscillent autour d’'une position d’équilibre, 'amplitude de ces oscillations di-

minuant sous la contrainte du champ électrique extérieur. On remarque en effet des
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Fic. 3.14 — Histogrammes donnant ['orientation d’une centaine de molécules de
Nile Red par rapport a la direction du champ électrique Ej. (a) Les molécules sont
dispersées dans le polymeére de poly(butylméthacrylate) dont la température de transi-
tion vitreuse est T, = 15°C. (b) La matrice de polymeére est du poly(butylméthacrylate-
co-isobutylméthacrylate) avec T, = 35°C. (c) Les molécules sont dispersées dans du
PMMA avec T, = 120°C. Les courbes en gris clair ont été tracées en calculant la fonc-
tion f(©) x |{i(©).E(t£)2, combinant la répartition angulaire f(©) et la probabilité
d’excitation a un photon en fonction de l'angle ©. Il est en effet nécessaire de prendre
en compte ellipticité du faisceau incident pour interpréter les histogrammes en cloche.
Mais d’autres effets interviennent probablement dans cette étude statistique comme la
diffusion orientationnelle des molécules ou le nombre insuffisant de molécules pour une

analyse statistique. Les courbes en pointillés ont été tracées avec Ey = 0.
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Fic. 3.15 — Histogrammes donnant les wvariations d’orientation 6© d’une cen-

taine de molécules de Nile Red, déterminées sur la durée d’émission des molécules
avant la photodestruction. (a) Les molécules sont dispersées dans le polymére de
poly(butylméthacrylate) dont la température de transition vitreuse est T, = 15°C.
(b) La matrice de polymére est du poly(butylméthacrylate-co-isobutylméthacrylate) avec
T, =35°C. (c) Les molécules sont dispersées dans du PMMA avec T, = 120°C.
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fluctuations des signaux de fluorescence supérieurs a ce qu’on attendrait si seul le bruit
de photon des détecteurs intervenait. Ainsi, la tendance qui se dégage de cette étude
est que I'application du champ électrique tend a restreindre la diffusion orientationnelle

des molécules, mais il s’agit ici simplement d’une observation qualitative.

3.3.4 Bilan

Les mesures sur les molécules uniques ne nous ont pas permis de suivre la réo-
rientation individuelle en temps réel des dipoles sous 'action du champ électrique,
pour des raisons de limitations des valeurs des tensions appliquées. Cependant, un
effet sur les fluctuations angulaires a été qualitativement mis en évidence. L’étude du
comportement des molécules en présence du champ électrique pourrait maintenant
étre poursuivie en appliquant des champs plus intenses (cela nécessite notamment de
revoir la structure des échantillons afin de limiter les phénomenes de claquage), en
utilisant des polymeres dont la température de transition vitreuse est encore plus basse
(par exemple le poly(méthylacrylate) de T, = 8°C) et en regardant I'influence de la
température de I’échantillon. Nous n’avons pas poursuivi dans cette voie car nous nous
sommes plutot intéressés aux processus non-linéaires d’ordre 2, pour la détermination

de l'orientation des molécules, en particulier dans les cristaux moléculaires.
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Chapitre 4

Analyse en polarisation de

structures cristallines

Nous allons maintenant procéder a l’analyse en polarisation des signaux de FDP
et de GSH émis par des matériaux cristallins non-linéaires. La modélisation de ces
signaux nous apportera un moyen de sonder leur structure cristalline. En effet, I’addi-
tivité de la réponse non-linéaire des molécules qui composent ces matériaux, les rend
tres intéressants en raison de la rigidité de l'ordre cristallin, comparée a l'ordre de na-
ture statistique dans un matériau polymere. De plus, ces cristaux présentent des seuils
de dommage plus élevés ainsi qu’'une meilleure stabilité thermique. Ils sont de ce fait

plus commodes a étudier expérimentalement.

La principale difficulté a laquelle a été confrontée I'ingénierie moléculaire pour la
fabrication de cristaux organiques non-linéaires, est la formation de structures cristal-
lines stables non-centrosymétriques a 1’échelle macroscopique, a partir d’éléments de
base ayant une forte hyperpolarisabilité [84]. Nous allons en résumer brievement les
grandes étapes.

Dans les années 70, on s’est orienté vers les “diodes moléculaires”, telle que la molécule
de DR1. Mais ce type de molécules comporte généralement un moment dipolaire per-
manent. Elles vont avoir tendance a cristalliser de facon centrosymétrique, du fait des
interactions dipolaires qui tendent a apparier les molécules en géométrie téte-béche.
Pour contourner cette difficulté, plusieurs stratégies ont été développées. La premiere,
qui a abouti au cristal de 3-méthyl-4-nitropyridine-1-oxyde (POM), consiste a annu-
ler le dipole de I’état fondamental, tout en conservant une forte hyperpolarisabilité
avec un dipole de transition vers 1’état excité élevé. Des molécules chirales telles que
le MAP cristallisent également selon un arrangement non-centrosymétrique, malgré la

présence d’'un moment dipolaire permanent. Enfin, des molécules comportant un grou-
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pement alcool, telles que le N-(4-nitrophényl)-(L)-prolinol (NPP), forment des cristaux
non-centrosymétriques grace a la présence de liaisons hydrogene.

Dans les années 80-90, une alternative a été de développer des molécules octupolaires,
dont la structure impose la nullité du moment dipolaire. Enfin, le développement de sels
de stilbazolium a permis la synthese de cristaux non-linéaires ioniques particulierement
efficaces pour la GSH et la modulation électro-optique, en tirant parti des interactions

coulombiennes a 'origine de la non-centrosymétrie.

En amont des perspectives d’applications dans les domaines de I'information et de la
communication, ’analyse des signaux non-linéaires générés par de tels matériaux est un
outil important pour sonder leur structure cristalline. A titre d’exemple, une symétrie
cristalline octupolaire se caractérise par un signal de GSH indépendant de la polarisa-
tion incidente [85]. Cette propriété a des applications importantes dans des domaines
ou les fonctions optiques sont requises quelle que soit la polarisation du fondamental.
Nous allons voir que 1’étude conjointe de la génération du second harmonique et de
I’émission de fluorescence a deux photons donne des informations complémentaires sur
les symétries du cristal, car elle fait intervenir des tenseurs d’ordre impair et pair respec-
tivement. Leurs propriétés de cohérence permettent également de distinguer structures
parfaitement ordonnées et structures plus complexes dans lesquelles existe un désordre.
Nous verrons également que la présence de GSH incohérente peut étre mise en évidence

par notre technique d’analyse en polarisation.

4.1 Généralités

4.1.1 Orientation de la maille cristalline

Contrairement a un milieu polymere ou la fonction de distribution orientation-
nelle est de nature statistique, un milieu cristallin parfait est un milieu tres ordonné,
constitué d’un arrangement triplement périodique de molécules selon les trois direc-
tions de l'espace. La structure d’un cristal moléculaire monocristallin se résume ainsi a
la maille cristalline, qui est I'unité de base a partir de laquelle tout le cristal peut étre
engendré, en faisant subir a celle-ci différentes translations selon les trois axes cristallins
définis par les vecteurs de base de la maille (c?,g,c_).

La maille cristalline est en général un parallélépipede quelconque et le triedre (d’,g,é’)
n’est pas nécessairement orthogonal. Pour simplifier ’analyse, on choisit de définir un
triedre orthonormé (1,2,3) adapté a la maille cristalline. L’orientation de ce dernier
par rapport au repére macroscopique (X,Y,Z) est alors définie par les angles d’Eu-

ler (0,¢,1) représentés sur la figure 4.1. Ainsi, la donnée du triplet Q = (6,¢,1) permet
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F1G. 4.1 — Définition des angles d’Euler (6,¢,1) permettant de caractériser l’orientation
de la maille cristalline par rapport au repére macroscopique (X,Y,Z). Le repére (z,y,z)
est un repeére intermédiaire défini par les angles (0,¢). Dans le cas de maille cristalline
plane, le plan de la maille coincide avec le plan (x)y). Le triedre (1,2,3) est obtenu

apreés rotation du repére (z,y,z) d’'un angle ¢ autour de 'axe z.

de déterminer 'orientation de la maille cristalline, dont dépend l'intensité de FDP et

de GSH émise dans les états de polarisation X et Y.

Dans toute la suite, nous supposerons la symétrie du cristal connue. En pratique,
cette symétrie est préalablement déterminée a partir des spectres de diffraction en
rayons X. Notre objectif sera donc de confirmer la symétrie prédite avec la technique

d’analyse en polarisation, et de déterminer 'orientation du cristal.

4.1.2 Fluorescence a deux photons

Nous allons déterminer dans cette section I'expression de 'intensité de fluorescence
détectée selon les états de polarisation X et Y pour un cristal donné. Rappelons tout
d’abord 'expression générale donnant 'intensité de fluorescence a deux photons, émise

par une molécule et détectée suivant 1’état de polarisation I = XY :

I = |ji- B |- a@, ), (4.1)
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ol /i représente le moment dipolaire induit associé a la molécule.

Cette expression fait intervenir la probabilité d’excitation a deux photons propor-

tionnelle & |f7 - E|*. Celle-ci peut s’écrire sous forme tensorielle :

|- E|4 =@ [)e (E® E®E® E)| = Z Yioxr ErE BBy, (4.2)
I,J,K,L

ou e représente le produit contracté entre deux tenseurs, et v le tenseur cristallin

d’ordre 4 exprimé dans le repere macroscopique (X,Y,Z). Dans le cas d’'un monocristal,

les composantes de ce tenseur 7,,x, s’expriment en fonction des composantes ;.

déduites de la maille cristalline et des angles d’Euler Q = (6,¢,1) selon:

Vron () = Z Yijki cos(t,1) cos(j,J) cos(k,K) cos(l,L). (4.3)

B4kl
Dans cette expression, les indices I,J,K,L se rapportent aux axes du repere macro-
scopique (X,Y,Z), tandis que les indices 4,7,k,l sont associés aux axes du repeére cris-
tallin (1,2,3). La fonction cos(i,]) donnée en annexe D, correspond a la projection de
'axe i sur I’axe [ ; elle dépend donc des trois parametres d’Euler Q2 = (6,¢,1)) définissant

l'orientation du cristal.

Si I'on ne tient pas compte de I'ouverture numérique de I'objectif, on peut considérer
que U'intensité détectée dans la polarisation I est proportionnelle a |- ,;|* ou @, donne
la direction d’analyse (X ou Y'). Cette probabilité de détection peut également s’écrire

sous forme tensorielle :
i) = [(F @ [) e (4, @ d,)| = an(Q)id,.d4, = an(), (4.4)
et fait ainsi intervenir le tenseur moléculaire o d’ordre 2 dans le repere macroscopique :
a;(Q) = Zaij cos(i,I) cos(j,1). (4.5)
12
Si 'on prend maintenant en compte le diagramme de rayonnement et l'ouverture
numérique de l'objectif, comme on 'a fait précédemment pour la détection de la fluo-

rescence rayonnée par un dipole (paragraphe 2.3.5, page 40), les intensités détectées

I et Z0™ sont proportionnelles aux fonctions:

Py = Kyaxx + Kyayy + Koy,

(4.6)
Py = Kyoxx + Kiayy + Kzoy,.

Leur expression fait intervenir les mémes constantes K, Ky et K3 que celles apparais-

sant dans les fonctions Jy et Jy du chapitre 2.
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Finalement, I'expression de 'intensité de fluorescence détectée par les photodiodes

suivant la direction de polarisation I se réduit a:

L (Q@2.6) = Pi(Q) D Yorond(Q) B EEL By (®e.9). (47)

J,K,L,M

Cette expression dépend des trois angles d'Euler (0,¢,1)) qui donnent l'orientation
complete de la maille cristalline et de la polarisation du champ incident. En ajustant
les diagrammes polaires Z'°(®) aux données expérimentales®, nous allons pouvoir
déterminer les trois parametres (6,¢,1). Cependant, le triplet de valeurs ainsi obtenu
n’est pas forcément univoque et il est nécessaire de compléter cette étude par I’analyse

du signal de GSH émis par le méme cristal.

Notons que les tenseurs « et -y impliqués dans I'expression (4.7) sont fortement liés
aux tenseurs de polarisabilité moléculaire d’ordre 1 et 3 respectivement : leurs expres-
sions quantiques impliquant les moments de transition sont d’ailleurs identiques proche

des résonances.

Remarquons que pour une orientation donnée du cristal, les diagrammes polaires
7 (P) et ZP(P) sont identiques a un facteur multiplicatif pres. En effet, d’apres
I'expression (4.7), le rapport :

To9(@) Py

L@~ P(®) )

est indépendant de ®. Cette propriété est due au fait que les processus d’excitation
et d’émission sont découplés. Ainsi, I'observation de diagrammes polaires de forme
différente pour ZE"(®) et Z{*(P), indique immédiatement que le modele ne s’applique
pas. C’est en particulier le cas si la structure n’est pas parfaitement monocristalline.
En effet, si plusieurs orientations cristallines sont impliquées, il est nécessaire de som-
mer lexpression (4.7) sur ces différentes orientations et la factorisation en ® n’est plus
possible.

Notons également que dans les cristaux, les effets de transfert non radiatif entre
molécules n'ont pas d’effet sur les réponses en polarisation. En effet, les molécules
sont toutes orientées avec des angles relatifs fixés et les signaux émis ne sont donc pas

dépolarisés comme dans le cas des milieux polymeres.

1. Pour tracer les diagrammes polaires de l'intensité en fonction de la direction de polarisation @,
on reprend les valeurs ¢ = 1,14 rad et § = 0,02 pour lellipticité et le dichroisme, lorsque A = 987 nm.
Lorsque A = 1028 nm, on prend £ = 1,5 rad et § = —0,02 (cf. annexe B).
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4.1.3 Génération du second harmonique

Nous allons maintenant exprimer les intensités émises par génération du second
harmonique. Il faut pour cela, exprimer les composantes 73)((2) et 739) du vecteur pola-

risation dans le repére macroscopique :

}(<2) - BXXXE?( + /BXYYE?/ + ﬁXXYEXEY + 6XYXEYEX

(2) — 2 2 (49)
PY - ﬂYXXEX + BYYYEY + ﬂYXYEXEY + ﬁYYXEYEX-

La polarisation induite a la pulsation 2w fait intervenir le tenseur d’hyperpolarisabilité
quadratique (# dont les composantes sont exprimées dans le repere macroscopique.
Celles-ci dépendent de l'orientation de la maille cristalline selon la formule classique de

changement de repere:

Bu () = Bij cos(i,I) cos(j,J) cos(k,K). (4.10)

1,5,k

Dans une premiere approximation, on peut considérer que les intensités détectées ZJ°"
. , o 2
et ZJ%" sont proportionnelles au carré des composantes du vecteur polarisation 77)(() et

P2« respectivement. Ces intensités s’écrivent alors:

I QPe0) = Y Bu()Brou(QE EcE, Ey(®.2,6). (4.11)

JK,L,M

On peut aller plus loin dans la modélisation, en prenant en compte le diagramme de
rayonnement et I'ouverture numérique de l'objectif (annexe C.2). Les calculs donnant
des diagrammes (en fonction de ®) quasiment identiques, les simulations pour la GSH

seront effectués avec l'expression (4.11).

Un ajustement effectué avec les intensités obtenues expérimentalement permet la
encore, de déterminer les valeurs du triplet (6,¢,1). Notons que contrairement a la
fluorescence, les diagrammes polaires donnant l'intensité de GSH dans les états de
polarisation X et Y sont différents. Ceci vient du fait que les processus d’excitation
a deux photons et d’émission sont maintenant intimement liés, a cause du phénomene
de dipole induit. Le fait de trouver les mémes angles d’Euler pour la fluorescence a
deux photons et la génération du second harmonique nous donne une orientation du
cristal de facon univoque. En effet, les deux processus mettent en jeu des tenseurs
d’ordre pair et impair respectivement : la réponse en polarisation de la fluorescence est
déterminée par les symétries paires du milieu, tandis que la GSH n’est sensible qu’aux

non-centrosymeétries.
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4.2 Cristal non-linéaire de référence: le POM

Nous allons dans un premier temps, appliquer la technique d’analyse en polarisa-

Fic. 4.2 — Formule développée de la molécule de 3-méthyl-4-nitropyridine-1-oxyde

(POM), correspondant a une réponse non-linéaire de type donneur-accepteur.

tion, a un cristal non-linéaire de référence dont la structure cristalline est tres bien
connue [12, 86]. Il s’agit d’un cristal moléculaire constitué de 3-méthyl-4-nitropyridine-
l-oxyde (POM) dont la formule chimique est représentée sur la figure 4.2. Cette
molécule a un moment dipolaire permanent nul et cristallise selon un schéma non-
centrosymétrique. Elle comporte une hyperpolarisabilité quadratique non négligeable
(6=8,5 x107%" esu a 1064 nm [87]), résultant du transfert de charge entre le groupe-
ment nitro (donneur d’électrons) et le groupement N-oxyde (accepteur d’électrons). La
non-centrosymétrie de la molécule est introduite par le groupe méthyl. Le cristal de
POM constitue ainsi un cristal non-linéaire efficace. Sa longueur d’absorption maxi-
male étant égale a 343 nm [44], on excite la molécule tres loin de la résonance. Comme
le montre le spectre de la figure 4.3b obtenu avec notre montage de microscopie non-
linéaire, on obtient un pic de GSH. L’absence de rayonnement de fluorescence est due

au faible rendement quantique de la molécule de POM.

4.2.1 Maille cristalline du POM et réponse non-linéaire

La cristallisation est obtenue a partir de solutions de POM dans le chloroforme et
le méthylene chloride. Des cristaux de couleur jaune sont obtenus apres évaporation
du solvant (figure 4.4a). Ces cristaux nous ont été fournis par J.-F. N1couD (univer-
sité de Strasbourg). Des études par diffraction aux rayons X ont été réalisées sur ces
cristaux et montrent que ces derniers appartiennent au groupe de symétrie orthorhom-
bique P222 [88]. La maille cristalline, représentée sur la figure 4.4b, comporte quatre
molécules et a pour dimension a = 21,359 A, b= 6,111 A et ¢ = 5,132 A.

Comme il s’agit d'un groupe de symétrie orthorhombique, on confond le repere (1,2,3)

avec le repere de la maille cristalline (6,5,6). Pour le groupe de symétrie P222, seuls
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Fic. 4.3 — (a) Spectre de transmission d’un cristal de POM de 400 um d’épaisseur.
Cette figure provient de la Réf. [12]. Le mazximum d’absorption se situe a 343 nm. (b)
Spectre d’émission d’un cristal de POM ne comportant qu’un pic de GSH a 493,5 nm.

Ce spectre a été obtenu avec un faisceau infrarouge incident de 9 mW a 987 nm.
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F1G. 4.4 — (a) Photographie des cristauz de POM, disposés selon leur plan (100). (b)
Maille cristalline du cristal de POM, selon le plan (001) et le plan (010). Cette figure
est issue de larticle [86].

les coefficients non-linéaires 3193 = (132, P213 = (231 €t (312 = (321 sont non nuls. De
plus, tous ces coefficients sont égaux entre eux, si on suppose vérifiées les relations de

KLEINMAN, valides loin des résonances. Nous pouvons donc écrire :

6123 = 6132 = 6213 = 6231 = 6312 = 5321 = Oa408 (412)

si on normalise le tenseur d’hyperpolarisabilité g tel que ||| = ZZ n fjk 1.
Une fois exprimées les composantes du tenseur 3 dans le repére macroscopique (X,Y,7)
(cf. annexe E, page 179), nous pouvons calculer les intensités détectées Z¢5" et Z3" &

partir de la relation (4.11).
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4.2.2 Résultats expérimentaux
Analyse de la face (100) d’un cristal de POM

Il est possible de donner a la maille cristalline une orientation bien définie car les
cristaux de POM se clivent naturellement selon la face (100). En posant simplement
le cristal selon cette face sur une lamelle de microscope, on impose aux angles d’Eu-
ler les valeurs § = 90° et ¢p = 0° (figure 4.5a). L’angle ¢ dépend quand & lui, de
I'orientation du cristal dans le plan de la lamelle. L’orientation du cristal étant ainsi
parfaitement déterminée, nous pouvons comparer les données expérimentales avec les

courbes théoriques ZF5%(®).

Coups /20 ms

340
320
300
280

F1G. 4.5 (a) Cristal de POM posé sur une lamelle de microscope suivant la face (100).
Avec les axes (1,2,3) représentés comme sur le schéma, ['orientation du cristal est
donnée par les angles d’Euler (6 = 90°,¢ = —90°¢ = 0°). (b) Cartographie du signal
de GSH lorque le cristal est posé selon la surface (100). Le faisceau incident avait une

puissance de 6 mW a 987 nm.

La figure 4.5b donne une cartographie des niveaux de signaux de GSH, suivant la
face (100) d'un cristal de POM. La région observée (7,6 um x 7,6 um) est homogene.
Les diagrammes polaires des figures 4.6 et 4.7 ont été obtenus avec deux cristaux que
I'on a fait tourner dans le plan de la lamelle, parallelement au plan cristallin (100).
Les courbes théoriques calculées avec les angles d’Euler 6 ~ 90° et ) ~ 0° permettent
effectivement de reproduire les intensités détectées dans les états de polarisation X
et Y. Remarquons que la forme des diagrammes polaires dépend fortement de I’angle
d’inclinaison #, ce qui montre la forte sensibilité de nos mesures. Notons cependant que
les cristaux étudiés, synthétisés dans les années 70, n’ont pas tres bien vieilli: leurs
surfaces sont notamment rayées et parfois opaques. Ceci peut étre a ’origine des écarts

observés entre mesures théoriques et modélisation.
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Ces résultats permettent néanmoins de valider la technique d’analyse en polarisation
et la modélisation théorique que nous avons effectuée. On peut en particulier conclure
que les polarisations du champ incident et du signal émis ne sont pas trop affectées par

la présence de la double interface verre/air et air/cristal.

GSH X GSHY
@ O
1200/100ms 1800/100ms
GSHX / GSHY /
Q 1200/100ms
GSH X I GSHY I
Q O
1800/100ms 1200/100ms

Fi1G. 4.6 — Diagrammes polaires représentant les intensités de GSH détectées selon
les états de polarisation X (en gris foncé) et Y (en gris clair), en fonction de la
direction de la polarisation incidente ®. Le cristal de POM est simplement posé sur sa
face (100). Son orientation dans le plan (X,Y) est donnée par les rectangles. Les points
expérimentaur ont été obtenus avec une puissance incidente du faisceau infrarouge
de 4,6 mW a 1028 nm. Les courbes théoriques, en ligne continue, ont été calculées
avec ¢ = 1,5 rad, § = —0,02 et avec les angles d’Euler suivants: (a) (91°, — 1°,90°),
(b) (91°, — 1°,55°) et (c) (91°, — 1°,0°).
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GSH X GSHY
(>_ i [
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GSH X / GSHY ,
@ 1800/100ms

GSH X I GSHY I
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GSH X I GSHY I
@ 1000/100ms

F1G. 4.7 — Diagrammes polaires représentant les intensités de GSH détectées selon les
états de polarisation X (en gris foncé) et Y (en gris clair), en fonction de la direction
de la polarisation incidente ®. Ces courbes sont obtenues pour un autre cristal de POM,
a nouveau simplement posé sur sa face (100). Son orientation dans le plan (X,Y) est
donnée par les rectangles. Les points expérimentaux ont été obtenus avec une puissance
incidente du faisceau infrarouge de 4,6 mW a 1028 nm. Les courbes théoriques, en
ligne continue, ont été calculées avec € = 1,5 rad, 6 = —0,02 et avec les angles d’Fuler
suivants : (a) (88°,1°,90°), (b) (88°,1°,60°), (¢) (88°,1°,15°) et (d) (88°,1°,0°). La com-
paraison avec la figure 4.6 montre qu’une tres faible variation de ’angle 0 conduit a

des structures en polarisation du champ rayonné a 2w totalement différentes.
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Analyse de grains de poudre de POM

L’efficacité des molécules non-linéaires est en général évaluée en mesurant la GSH
produite par une multitude de grains de poudre cristallisés. Cette technique a été
développée par KURTZ et PERRY [46]. Nous nous sommes ainsi intéressés a la struc-
ture cristalline de grains de poudre de POM et nous avons pour cela procédé a ’analyse
en polarisation de la GSH émise par des grains isolés, étudiés un par un de fagon a
s’affranchir du moyennage qui intervient dans ’application “traditionnelle” de cette

technique.

Comme le POM est tres soluble, en particulier dans 1’eau et dans un certain nombre
de solvants organiques, nous avons simplement dispersé les grains entre deux lamelles
de microscope. La cartographie de la figure 4.8 permet d’estimer la taille des grains

(~ 1 pm) utilisés dans cette expérience.
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Fic. 4.8 — Cartographie du signal de GSH généré par un grain de poudre de cristal de

POM. Le faisceau incident avait une puissance de 8,2 mW a 987 nm.

La réponse en polarisation typique obtenue avec ces grains est représentée sur la fi-
gure 4.9. On obtient des structures a deux lobes tres élargis et dirigés suivant X
(resp. Y) pour Z$%" (resp. Z3"). Ce résultat est la signature de I'addition incohérente
de signaux de GSH émis par un agrégat polycristallin, ¢’est-a-dire un agrégat compor-
tant plusieurs unités monocristallines avec des orientations différentes. On voit en effet
que la forme des lobes ressemble fortement a celle d’un signal de fluorescence — donc
incohérent — provenant d’une assemblée isotrope de dipdles. Ce phénomene d’addition
incohérente de signaux de GSH a déja été observé expérimentalement sur des mem-
branes en suspension dans lesquelles des chromophores sont orientés aléatoirement [89].
Le modele théorique développé dans le chapitre 1, montre que les champs rayonnés par

les différentes unités interferent destructivement a cause du désordre structural dans le
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(a) GSH X (b) GSHY

120/100ms

F1Gc. 4.9 — Réponse en polarisation de la GSH émise par un grain de poudre de POM
et détectée selon les états de polarisation X (a) et Y (b). Les données expérimentales,
en pointillés, ont été obtenues avec une puissance incidente du faisceau de 8,2 mW a
987 nm. Les courbes théoriques, obtenues par addition incohérente de la réponse a 2w
d’une distribution angulaire isotrope de molécules de POM, sont représentées en ligne

continue.

milieu. L’intensité de GSH détectée correspond ainsi a la somme des intensités émises
par chacune des unités monocristallines.

Comme tous les grains de POM étudiés ont donné la méme forme de signal, il est
probable qu’ils contenaient tous un grand nombre d’unités monocristallines, orientées
aléatoirement les unes par rapport aux autres. Les courbes théoriques représentées sur
la figure 4.9 ont été calculées en intégrant Z;" sur toutes les orientations possibles des

unités monocristallines, conformément a ’équation (1.14):

2 27 ™
oot _ / / / T (6, u,100) sin 6, 46, oy, Ao, (4.13)
0 0 0

On obtient bien alors des diagrammes polaires orientés suivant la direction d’analyse
et symétriques en X et Y, conformément aux observations expérimentales. On peut en
conclure que le processus de cristallisation a été plus “chaotique” lors de la formation
des grains de poudre que lors de la formation des plus gros cristaux. Cette observation
est impossible a mettre en ceuvre avec la technique d’analyse traditionnelle utilisant

un grand nombre de grains.

4.3 Cristal octupolaire de TTB

A partir de la précédente étude qui valide notre technique d’analyse en polarisa-
tion, nous avons cherché a mettre en évidence la structure octupolaire de nouveaux
cristaux synthétisés dans le laboratoire de B.R. CHO a 'université de Séoul, a partir

de molécules de symétrie Dgy,. Ces cristaux, de taille millimétrique (figure 4.10), sont
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3 mm

Fi1c. 4.10 — Photographie des cristaux octupolaires synthétisés dans le laboratoire de
B.R. CHO. Une propriété remarquable de ces structures cristallines est que la symétrie

octupolaire de la molécule de TTB se retrouve a [’échelle macroscopique.

les premiers cristaux dont la structure a été optimisée pour étre purement octupolaire
plane. Les motivations qui ont porté la réalisation de telles structures sont nombreuses,
avec notamment la perspective d’optimiser la réponse non-linéaire macroscopique par
un agencement optimal des molécules octupolaires et la possibilité de réaliser des struc-

tures dont la réponse est indépendante de la polarisation incidente.

Les molécules octupolaires correspondent a des arrangements de symétrie d’ordre 3
dans le plan ou dans l’espace, comportant des groupements accepteurs et donneurs
d’électrons, séparés de liaisons 7 assurant un transfert de charge efficace [90, 91]. Ce
transfert de charge a lieu généralement entre le “coeur” central et les fonctions des trois
branches assurant la symétrie Dg,. Un modele a trois niveaux dégénérés [92, 93], in-
troduit pour les molécules octupolaires planes, montre que la polarisabilité moléculaire
a et les hyperpolarisabilités § et v sont d’autant plus grandes que le transfert de
charge est efficace. La non-linéarité sera donc optimisée avec des groupements accep-
teur/donneur forts et des longueurs de chaine grandes. C’est le cas en particulier de
la molécule octupolaire 1,3,5-tricyano-2,4,6-tris(p-diéthylaminostyryl)benzéne (TTB),
dont la formule développée est représentée sur la figure 4.11.

Cette molécule comporte un accepteur central (tricyano-benzeéne) et trois donneurs
périphériques (groupement diéthylamine). Le transfert de charge est assuré, dans cha-
cune des trois branches, par une liaison double et un noyau aromatique. Le spectre de
la figure 4.12b montre que la molécule de TTB donne un fort signal de GSH. Elle est
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Fic. 4.11 - Formule développée de la molécule 1,3,5-tricyano-2,4,6-tris(p-
diéthylaminostyryl)benzéne (TTB).

également fluorescente, avec une bande de fluorescence bien séparée du pic de GSH
en excitation résonnante. Nous allons donc tirer profit de ces deux rayonnements pour
sonder la structure d’'un cristal de TTB, vérifier sa nature octupolaire et déterminer

Dorientation des molécules & l'intérieur du cristal.

1 (a) i (b)

6000 —

4000 —

B
-
Nombre de coups/ 10 s

2000 —

Molar Absorptivity (x 10° M~ cm™)
s
S
¥
/
/
(\

T T T T T
500 600 700 800 900
A (nm) Longueur d'onde (nm)

T T
300 400 500 600 700

F1a. 4.12 - (a) Spectre d’absorption de la molécule de TTB dans le THF. Le mazimum
d’absorption se situe a 495 nm. (b) Spectre d’émission d’un cristal de TTB, obtenu avec
une puissance infrarouge incidente de 1 mW a 987 nm. Ce spectre est composé d’une

bande de fluorescence autour de 700 nm, bien séparée du pic de GSH a 493,5 nm.

4.3.1 Maille cristalline du TTB

La présence de noyaux benzeniques et de double-liaisons CC ainsi que I'hybrida-
tion sp? des fonctions amines assurent la planéité de la molécule de TTB. Lors de la
formation du cristal, les molécules vont avoir tendance a se superposer les unes sur
les autres avec leur “branches” paralleles entre elles, du fait des interactions m — 7

intermoléculaires (figure 4.13). La cristallisation des molécules selon un arrangement
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Fic. 4.13 — (a) Représentation tri-dimensionnelle de la maille cristalline du TTB.
(b) Représentation de la maille dans le plan (001).

non-centrosymétrique étendu au volume est ainsi favorisée. Elle est obtenue a partir
d’une solution saturée de CH,Cl,-EtOEt et donne des cristaux millimétriques de cou-

leur rouge avec une base hexagonale (figure 4.14). Une étude par diffraction aux rayons

@) (b)

face hexagonale
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F1a. 4.14 - (a) Structure octupolaire étentue dans le plan (001). (b) Structure cristalline
d’un cristal de TTB de base hexagonale. La base hexagonale est paralléle auzx surfaces
moléculaires (001). L’orientation des molécules dans le cristal est ici devinée; elle sera

confirmée par les mesures en polarisation.

X montre que la maille cristalline, constituée d’un empilement de trois molécules, a
pour paramétres géométriques a = 17,518 A, b = 17,518 A, ¢ = 11,369 A, o = 90°,
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B =90° et v = 120° (figure 4.13). Nous allons montrer, grace a la technique d’ana-
lyse en polarisation, que la surface (001), correspondant aux plans moléculaires, est
parallele a la base hexagonale du cristal, ce qui nous permettra de déterminer 1’orien-
tation des molécules dans le cristal. On définit pour cela, le repeére orthonormé (1,2,3)
tel que l'axe 1 soit confondu avec I'un des axes (5, I'axe 3 étant perpendiculaire au

-

plan (d,b) (figure 4.15). La molécule cristallisant selon la symétrie hexagonale P—6m2,

F1G. 4.15 — Définition du repére moléculaire (1,2,3) par rapport ¢ une molécule de
TTB. On choisit l'axe 1 paralléle a l'une des trois branches et l'axe 3 perpendiculaire
au plan de la molécule. Vu le long de l'aze 3, on voit une symétrie octupolaire d’ordre 3.

Par contre, vu le long de l'axze 1 ou 2, le systéme se comporte comme un dipole.

on peut exprimer les composantes non nulles des tenseurs moléculaires «, § et v dans

le repere (1,2,3). Leurs valeurs normalisées sont répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Tenseur Composantes non nulles Valeurs normalisées
! Q1 = Qg2 1/v2
B P11 0,5
P22 = Bao1 = Po12 -0,5
= —[in

g Y1111 = V2222 0,612
Y1122 = Y1212 = 71221 = 2112 = 72121 = 72211 0,204

= 71111/3

Remarquons que les valeurs relatives des composantes des tenseurs a;, (3, v sont conformes
a celles données par le modele a trois niveaux dégénérés, développé pour calculer la

réponse non-linéaire d’une molécule octupolaire plane [93].
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4.3.2 Calcul théorique de la fluorescence a deux photons

Dans le paragraphe 4.1.2, nous avons montré qu’il est nécessaire, pour calculer
les intensités de fluorescence a deux photons Z7™°, d’exprimer les composantes des
tenseurs « et v dans le repere macroscopique (X,Y, 7). Leurs expressions sont données
dans l'annexe E.2; page 179. Nous allons détailler ici le résultat des calculs de Z;™°

pour différentes orientations du cristal.

Cas ou le plan moléculaire (001) est dans le plan (X,Y)

Considérons le cas ou le plan moléculaire (001) est contenu dans le plan macro-
scopique (X,Y"), pour lequel 6 = 0°. Les deux angles (¢,1) jouent alors le méme role.
On peut donc fixer de facon arbitraire v = 0° et faire varier ¢ pour simuler la ro-
tation du cristal dans son plan. D’apres les expressions (E.2), on montre facilement
que ayx = Qyy, quelque soit la valeur de ¢ (ce qui est logique pour un systeme de
symétrie d’ordre 3, tous les tenseurs d’ordre inférieur a 3 étant isotropes) et on en
déduit que les intensités émises dans les deux polarisations X et Y sont identiques. De
plus, le diagramme polaire de la figure 4.16a montre que I’émission de fluorescence est
indépendante de la direction de polarisation du faisceau infrarouge incident, lorsque
celui-ci est polarisé rectilignement. Cette propriété d’insensibilité a la polarisation est
caractéristique d’un milieu octupolaire. En revanche, des que 1'on introduit une ellip-
ticité € dans la polarisation du champ électrique incident, comme dans le cas de notre
montage, la réponse en polarisation de la fluorescence correspond a une structure a
quatre lobes (figure 4.16b). Remarquons également que la réponse en polarisation de

la fluorescence est indépendante de 'orientation du cristal donnée par I'angle ¢.

(@) "

F1a. 4.16 — Diagrammes polaires de la fluorescence Z/"(®) du cristal de TTB dans
I’état de polarisation I = XY en fonction de la direction de polarisation du faisceau
incident avec 0 = 0° (a) Le faisceau incident est supposé étre parfaitement polarisé

rectilignement (e = 0). (b) Le faisceau incident a une ellipticité € = 1,14 rad.
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Cas ou le plan (001) est perpendiculaire au plan (X,Y)

Considérons maintenant le cas ou le plan moléculaire (001) est perpendiculaire au
plan (X,Y'), soit § = 90°. Le calcul numérique montre que I'intensité de fluorescence ne
dépend pas de I'angle 9. La figure 4.17 représente les intensités de fluorescence détectées
dans les deux états de polarisation pour différentes valeurs de ’angle ¢. On obtient des
diagrammes a deux lobes qui tournent avec I'angle ¢. Ce résultat est caractéristique
d’un comportement dipolaire, correspondant ici a la projection du plan moléculaire
dans le plan (X,Y).

F1a. 4.17 — Diagrammes polaires de la fluorescence I;"°(®) du cristal de TTB dans
I’état de polarisation X (en continu) etY (en pointillés), en fonction de la direction de
polarisation du faisceau incident, avec € = 1,14 rad et pour différentes orientations du
cristal avec § = 90°. (a) Q2 = (90°,0°,30°). (b) Q2 = (90°,30°,30°). (¢) 2 = (90°,50°,30°).
(d) 2 = (90°,90°,30°).

Cas intermédiaire

Lorsque les angles d’Euler prennent des valeurs quelconques, on obtient des dia-
grammes polaires tres différents, comme le montre la figure 4.18. On note cependant
que les diagrammes de FDP analysés selon les polarisations X et Y ont la méme forme,

étant donné la structure monocristalline.
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(b) 120 ® 60

Fic. 4.18 — Diagrammes polaires de la fluorescence ZF"(®) pour un cristal de TTB
dans l’état de polarisation X (en continu) et Y (en pointillés), en fonction de la di-
rection de polarisation du faisceau incident, avec ¢ = 1,14 rad. (a) Q = (30°,0°,60°).
(b) Q = (30°,70°,60°). (c) Q = (45°,40°,60°).

Ces modélisations montrent que la structure octupolaire donne des réponses en
polarisation tout-a-fait caractéristiques en fluorescence a deux photons. On peut no-
tamment déterminer immédiatement si les octupoles sont dans le plan (X,Y’), perpen-
diculaires au plan (X,Y’) ou dans une position intermédiaire. Ce résultat est spécifique

de la symétrie octupolaire plane du cristal.

4.3.3 Calcul théorique de la génération du second harmonique

Le calcul des intensités de GSH fait intervenir les composantes du tenseur hyper-
polarisabilité (3, dont les expressions sont données dans I'annexe E.2, page 179. Nous

allons considérer a nouveau différents cas d’orientation du cristal.

Cas ou le plan moléculaire (001) est dans le plan (X,Y)

Reprenons le cas ou 6 = 0° et ¢ = 0°. Les molécules octupolaires se trouvent
dans le plan (X,Y) dont l'orientation par rapport a 'axe X est donnée par l'angle ¢.
La figure 4.19 représente U'intensité totale de la GSH émise ( Z¢"(®) 4+ Z3(P)) en
fonction de la polarisation du faisceau incident. Le calcul montre que cette réponse
totale de la GSH est invariante par rapport a ¢. De plus, 'intensité totale de la GSH
est indépendante de la direction de polarisation du faisceau incident, lorsque celui-ci
est polarisé rectilignement. Cette propriété d’insensibilité a la polarisation des mi-
lieux octupolaires a déja été étudiée et mise en évidence expérimentalement dans le
contexte d’octupoles orientés par voie optique en matrice polymere [90]. Notons cepen-

dant qu'une légere ellipticité ¢ dans la polarisation incidente modifie la réponse et fait
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Fi1a. 4.19 — Diagrammes polaires de la GSH totale T3 (®) + Z3(®) pour un cristal
de TTB, en fonction de la direction de polarisation du faisceau incident avec 6 = 0°.
(a) Le faisceau incident est polarisé rectilignement (¢ = 0). (b) Le faisceau incident a

une ellipticité € = 1,14 rad.

apparaitre une courbe a quatre lobes. De ce point de vue, les réponses totales de la
GSH et de la FDP sont tout-a-fait similaires. Par contre, en s’intéressant aux intensités
émises dans les états de polarisation X et Y, nous constaterons que la réponse de la
GSH est beaucoup plus riche en renseignements que celle de la fluorescence a deux

photons.

La figure 4.20 nous donne les réponses en polarisation de la GSH pour différentes
valeurs de I’angle ¢ comprises entre 0° et 60°. D’une fagon générale, on obtient des dia-
grammes a quatre lobes tournant avec ’angle ¢. Les diagrammes polaires obtenus avec
¢ (mod 7/3) sont identiques, conformément a la symétrie d’ordre 6 du plan moléculaire
(001), compte tenu du fait que la détection se fait en intensité et que 'on n’est pas
sensible a la phase du rayonnement émis a la fréquence 2w. Remarquons également
que les angles ¢ et ¢ + /6 inversent exactement les réponses en polarisation Z$5" et
I35, Ainsi, contrairement a la fluorescence a deux photons, 'examen des diagrammes

polaires obtenus en GSH nous permettra de déterminer I'angle ¢.
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F1G. 4.20 — Diagrammes polaires T8 (®) pour un cristal de TTB dans l’état de pola-
risation X (en continu) etY (en pointillés), en fonction de la direction de polarisation
du faisceau incident, avec ¢ = 1,14 rad. (a) Q@ = (0°,0°,0°). (b) Q = (0°,10°,0°).
(c) Q= (0°,20°,0°). (d) Q2 = (0°,30°,0°). (e) Q= (0°,40°,0°). (f) @ = (0°,50°,0°).

Cas ou le plan (001) est perpendiculaire au plan (X,Y)

Considérons a nouveau le cas ou # = 90° et ¢ # 0°. Les diagrammes polaires
obtenus pour la GSH correspondent typiquement a un comportement dipolaire, avec des
structures a deux lobes orientés suivant la direction perpendiculaire a ¢ (figure 4.21).
Comme pour la fluorescence a deux photons, ce comportement dipolaire provient de la
projection du plan moléculaire dans le plan (X,Y).
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F1a. 4.21 — Diagrammes polaires ZZ"(®) pour un cristal de TTB dans l’état de pola-
risation X (en continu) et'Y (en pointillés), en fonction de la direction de polarisation
du faisceau incident, avec € = 1,14 rad. (a) Q = (90°,0°,30°). (b) Q = (90°,30°,30°).
(c) Q = (90°,50°,30°). (d) Q = (90°,90°,30°).

Cas intermédiaire

Comme pour la fluorescence a deux photons, avec des angles (0,¢,1)) quelconques,

on obtient des réponses en polarisation de la GSH tres variées (figure 4.22).

90 90

(a) 120 60 (b) 120 60
150 30 150 30
180 0 180 0

210 330 210 330

240 300 20 300
270 270

F1G. 4.22 — Diagrammes polaires Zé"(®) pour un cristal de TTB dans l’état de pola-
risation X (en continu) et'Y (en pointillés), en fonction de la direction de polarisation
du faisceau incident, avec € = 1,14 rad. (a) Q = (30°,0°,60°). (b) Q = (30°,70°,60°).
(c) 2 = (45°,40°,60°).

4.3.4 Résultats expérimentaux

Le pic de GSH étant bien séparé de la bande de fluorescence, nous avons procédé
séparément a I’analyse de la fluorescence a deux photons et de la génération du second
harmonique en ajoutant des filtres sélectionnant 'un ou 'autre des deux signaux. La

figure 4.23 donne les spectres des signaux ainsi filtrés.
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Fi1G. 4.23 — Filtrage de ’émission d’un cristal de TTB. On ajoute dans le dispositif,
un filtre permettant de sélectionner soit la fluorescence (a), soit la GSH émise a une
longueur d’onde de 493,5 nm (b).

Analyse d’un coté du cristal

On dispose tout d’abord le cristal de TTB suivant I'un de ses six cotés sur une la-

melle de microscope et on enregistre la réponse en polarisation de la FDP et de la GSH.

Y
(al)
I
n
o
10000/100ms 12000/100ms 1200/100ms
Y Y Y
(a2) (b2) (c2)
®)
D X X X
-
L o ol
15000/100ms 25000/100ms 25000/100ms

F1G. 4.24 — Réponse en polarisation de la GSH (al-bl-cl) et de la FDP (a2-b2-¢2),
lorsque le cristal de TTB est posé sur l'une de ses six faces. L’orientation du cristal
dans le plan (X,Y') est donnée sur les figures par l'orientation du rectangle noir. Les
données expérimentales Iy (en gris foncé) et I, (en gris clair) ont été obtenues avec
une puissance incidente de 200 pW a 987 nm. Les courbes en trait continu ont été
calculées avec les angles (90°, — 5°,30°) (al-a2), (90°,88°,30°) (b1-b2) et (90°,115°,30°)

(c1-c2), afin d’obtenir le meilleur ajustement avec les données expérimentales.
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Les données expérimentales de la figure 4.24 ont été obtenues pour trois orientations
différentes du cristal, dans le plan (X,Y). On remarque tout de suite le comportement
dipolaire caractérisé par des diagrammes a deux lobes orientés dans la méme direc-
tion pour les deux états de polarisation et pour les deux types de signaux (FDP et
GSH). Les ajustements ont d’ailleurs été tracés avec 6 = 90°, conformément a 1’étude
théorique précédente. On arrive a suivre la direction et 'amplitude relative des lobes
en faisant varier I’angle ¢, ce dernier coincidant avec la direction du cristal. On peut
donc conclure que le plan (001), parallele a I’axe des lobes et perpendiculaire a la direc-
tion ¢, est parallele a la base hexagonale du cristal. Nous allons confirmer ce résultat

en changeant le plan d’analyse du cristal.

Analyse d’une face hexagonale du cristal

La méme analyse en polarisation est maintenant réalisée avec le cristal posé suivant
sa base hexagonale. Les réponses en polarisation recueillies en différents points, pour
une orientation donnée sont quasiments identiques, ce qui traduit une tres bonne qualité
optique du cristal.

Nous avons tout d’abord enregistré l'intensité totale des signaux en enlevant le cube
polarisant, de maniere a ne pas discriminer les polarisations d’émission. Les diagrammes
obtenus nous donnent bien une figure a quatre lobes, tout a fait reproductible par calcul

en prenant § = 0° (figure 4.25).

(a) GSH (b) FLUO

6000/100ms 800/100ms

Fi1a. 4.25 — Intensité de GSH (a) et de FDP (b) pour le cristal de TTB, en fonction
de la direction de polarisation du faisceau incident. Les mesures ont été effectuées avec
une puissance incidente de 240 puW a 987 nm, en [’absence de cube polarisant. Les

courbes théoriques ont été calculées avec 0 = 0° et € = 1,14 rad.

Reprenons maintenant I'analyse en polarisation avec le cube polarisant. Les dia-

grammes polaires, obtenus lorsqu’un des cotés de la base hexagonale est parallele a
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F1G. 4.26 — Réponse en polarisation de la GSH (a-b) et de la fluorescence a deux
photons (c-d), lorsque le cristal de TTB est posé sur sa base hexagonale, l'un des cotés
étant quasiment paralléle o l'axe X. Les points expérimentaur Ly (en gris foncé) et
T, (en gris clair) ont été obtenus avec une puissance infrarouge incidente de 56 pW a
1028 nm. Les mémes formes de diagramme ont été obtenues apres rotation du cristal
d’un angle w/3 dans le plan (X,Y), vérifiant ainsi invariance par rotation due a
la symétrie cristalline. Les courbes en trait continu ont été calculées avec les angles
Q= (0°,16°,0°).

Iaxe X, sont rassemblés sur la figure 4.26. On vérifie expérimentalement que les si-
gnaux de GSH sont inchangés lorsque le cristal est tourné d’un angle 7/3 par rapport
a I’axe de la structure hexagonale. Nous avons également vérifié que lorsqu’on tourne
le cristal d’un angle 7/6 (I'un des c6tés de la base hexagonale est alors parallele a I’axe
Y), les signaux de GSH détectés dans les états de polarisation X et Y étaient alors
échangés. La symétrie d’ordre 6 est donc bien mise en évidence par nos mesures, ce qui
confirme que la surface (001) est bien parallele a la base hexagonale du cristal. Les ajus-
tements de la figure 4.26 calculés avec les angles d’Euler (0°,16°,0°) reproduisent assez
bien les données expérimentales. Tous ces résultats prouvent que les molécules octupo-
laires composant le cristal, ont leur plan moléculaire parallele a la base hexagonale, et

sont orientées dans la méme direction, assurant ainsi la structure non-centrosymétrique
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du cristal (cf schéma de la figure 4.14b).

Notons que ces mesures sont faites a une longueur d’onde encore proche de la lon-
gueur d’onde d’absorption maximale \,.x par limitation expérimentale. Il faudrait en
toute rigueur tenir compte du fait que nous ne pouvons pas intervertir tous les indices du
tenseur moléculaire (cf. symétrie de Kleinman, paragraphe 1.3.3). Une étude théorique
a cependant été effectuée a partir des valeurs issues de calculs de chimie quantique: on

a vu que cet effet n’a pas d’incidence notable sur les réponses en polarisation.

Analyse plus fine de la structure cristalline

L’examen plus attentif de la figure 4.26 montre que les courbes théoriques ne rendent
pas parfaitement compte de la direction et de la forme des lobes des diagrammes ex-
périmentaux. Il est cependant impossible d’obtenir un ajustement meilleur, en prenant
des valeurs 6 # 0 et 1 # 0, ou en considérant I'addition cohérente ou incohérente de

signaux de GSH calculés pour deux orientations ; = (6;,¢;,1;) différentes.

Nous avons alors enregistré les réponses en polarisation de la GSH pour différentes
orientations du cristal, en le faisant tourner dans le plan de la lamelle de microscope.
Les résultats obtenus sont rassemblés sur la figure 4.27. On remarque que pour certaines
positions, la structure a quatre lobes disparait pour I'un ou 'autre des signaux détectés
dans les polarisations X et Y. Afin de reproduire I’ensemble de ces observations, nous
avons considéré I’addition incohérente de la GSH émise par une distribution continue de
molécules octupolaires dont I'orientation est donnée par I'angle ¢ variant entre ) = 0
et v = A, les angles 6 = 0° et ¢ étant fixés par I'orientation macroscopique du cristal.

Le signal de GSH qui en résulte s’écrit alors:

Ay
Ti( D ®) = /0 T,0 = 0°, 6,0, B ¢, 8) d, (4.14)

avec € = 1,14 rad et 6 = 0,02. Une valeur AY=45° permet de reproduire 'orientation
et la forme des lobes pour les six positions du cristal, comme le montrent les courbes
théoriques de la figure 4.27. De plus, les valeurs des angles ¢ données par les ajuste-
ments rendent bien compte de l'orientation macroscopique du cristal dans son plan.
Le bon accord entre notre modele et les données expérimentales nous amene a penser
que les molécules octupolaires constituant le cristal n’ont pas toutes la méme direction
quand on integre sur la profondeur de focalisation. Tout en ayant leur plan moléculaire
parallele a la base hexagonale, leur direction v varie d’environ 45° sur une distance de
I'ordre du micron, correspondant a la résolution verticale de notre analyse microsco-

pique. Ceci vient probablement de ’empilement décalé des molécules au niveau de la
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F1G. 4.27 — Diagrammes polaires donnant l’intensité de GSH émis par le cristal de TTB
dans les deuz états de polarisation X (en gris foncé) et Y (en gris clair) en fonction
de la polarisation incidente, pour siz orientations du cristal disposé sur sa face (001).
La puissance du faisceau incident était de 56 pW a 1028 nm. Les courbes théoriques
ont €té obtenues avec comme parametres communs 0 = 0°, Ay = 45°. L’orientation
du cristal dans chacun des cas est donnée par: (a) ¢ = —5°, (b) ¢ = —=2°, (¢) ¢ =T°,
(d) ¢ =25°, (e) ¢ =34° et (f) » =90°.
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maille cristalline. En effet, la figure 4.13b met en évidence un axe d’ordre 3 avec un
miroir perpendiculaire qui conduit a un pseudo-axe hélicoidal. Celui-ci est sans doute
a 'origine du pouvoir rotatoire du cristal de TTB. Nous avons en effet observé qu’'un
cristal de quelques millimetres d’épaisseur fait tourner la polarisation d’un faisceau
laser He:Ne d’environ 10° (mod 7) lorsque sa base hexagonale est perpendiculaire au

faisceau.

4.3.5 Efficacité de la GSH: comparaison avec le cristal de
POM

A partir des précédentes mesures, nous allons comparer 'efficacité des cristaux de
POM et de TTB pour la génération du second harmonique. Cela revient a comparer

les valeurs relatives de la norme ||d|| = dfjk du tenseur macroscopique d défini pour

chacun des cristaux par d;j;, = %XS,)C [45], le facteur 1/2 étant conventionnellement lié
a la dégénérescence du processus de mélange de fréquences a trois ondes w + w = 2w.
En appliquant le modele de gaz orienté [90], le tenseur de susceptibilité non-linéaire d

est relié au tenseur d’hyperpolarisabilité 5 de la maille cristalline selon la relation :
diji = N2 2 F Bigw (4.15)

ou N représente la densité moléculaire, et (f;,f;,fx) les facteurs correctifs de champ
local. Conformément au modele de LORENTZ-LORENZ, ces facteurs s’expriment en

fonction de U'indice de réfraction n; par [94]:

fo ="l = (4.16)

Nous allons supposer que la dispersion des indices de réfraction ny’ est négligeable et
qu’ils sont tous égaux a 1,5, négligeant également ’anisotropie du cristal?. Les facteurs
correctifs f; sont alors tous égaux entre eux et les propriétés de symétrie du tenseur d
sont les mémes que celles du tenseur d’hyperpolarisabilité 3. Ces approximations jus-
tifient 'expression (4.11) utilisée pour calculer I'intensité Z¢". Le facteur multiplicatif
intervenant dans cette expression, ou nous avons pris soin de normaliser a l'unité le
tenseur § et le champ incident E, est alors proportionnel a ||d|[2P2,, ot Py représente

la puissance du faisceau infrarouge incident.

2. Dans le cas de la molécule de TTB, la symétrie octupolaire conduit effectivement a ny; = no dans
le plan (001) correspondant au plan moléculaire. Les indices de réfraction du cristal de POM sont
ng = 1,750, ny = 1,997 et n, = 1,660 a 532 nm [12].
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Pour comparer les niveaux de signaux générés par les cristaux de POM et de TTB,
nous avons travaillé dans les mémes conditions expérimentales, c¢’est-a-dire a la méme
longueur d’onde d’excitation A = 1028 nm, avec le méme réglage des détecteurs et en
utilisant le méme filtre (figures 4.6-4.7 et 4.26). Nous avons cherché pour ces mesures a
utiliser la longueur d’onde la plus grande possible, de facon a s’éloigner le plus possible
de la bande d’absorption de la molécule de TBB, dont le maximum d’absorption se situe
autour de 495 nm (figure 4.12a). L’ajustement des réponses en polarisation a donné
un coefficient de proportionnalité égal & 107 pour le cristal de POM et 4 x 10° pour
le cristal de TTB. Les puissances infrarouges incidentes utilisées étaient en revanche

tres différentes: 4,6 mW et 56 uW respectivement. De ces valeurs, on en déduit qu’a

1028 nm :
[4 x 10° 4,6
||| rre ~ 1—07m |d|lpon = 16 X ||d][pon- (4.17)

Ce simple calcul montre que le TTB est un cristal non-linéaire particulierement efficace.
Nous sommes cependant encore tres proches de la résonance du T'TB et il est nécessaire
de corriger cet effet en utilisant le modele a deux niveaux avec A,., = 343 nm pour le
POM [44] et le modele a trois niveaux dégénérés avec ., = 495 nm pour le TTB [93].

Le module du tenseur ||d||) & la fréquence zéro est ainsi obtenu avec la relation :

1l = v ] S (4.18)
(1= ) (1 — 455%)
de sorte que finalement :
]I ~ 1,8 x [|d]|{O. (4.19)

Connaissant les densités moléculaires des deux cristaux qui valent respectivement
5,97 x 10! et 9,92 x 10?° molécules/cm? pour le POM et pour le TTB et en négligeant
tout effet di au champ local, on peut comparer les normes des hyperpolarisabilités

moléculaires et on obtient :

181150 ~ 11 x || B[P (4.20)

La structure octupolaire de la molécule de TTB permet donc effectivement d’obtenir
une forte non-linéarité du second ordre. La comparaison effectuée doit cependant étre
prise de maniere semi-quantitative, et les résultats obtenus ne constituent qu’un ordre
de grandeur. En effet, notre dispositif expérimental n’est pas adapté pour faire des
mesures précises d’hyperpolarisabilité, étant donné que les niveaux de signaux sont tres
sensibles a la focalisation du faisceau laser incident, au positionnement du cristal sur la
lamelle de microscope, a I’absorption des cristaux et a la qualité optique des échantillons

étudiés. Une partie du rayonnement de GSH a 514 nm émis par le cristal de TTB est
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en particulier absorbé, étant donnée la large bande d’absorption qui s’étend jusqu’a
550 nm. Une estimation de la longueur de pénétration optique de 60 nm — mesurée en
translatant 1’échantillon suivant 'axe Z — donne en tenant compte de ’absorption du
cristal || 3|75 = 40 x || 3|0

4.4 Cristal non-linéaire ionique DAST

Dans cette derniere partie, nous allons étudier un cristal non-linéaire ionique, constitué
du sel de 4-N,N-diméthylamino-4'-N’-méthyl-stilbazolium p-toluénesulfonate (DAST),
dont la formule développée est représentée sur la figure 4.28a. Ce cristal est en effet
particulierement intéressant, car il constitue I'un des systemes organiques les plus ef-
ficaces aujourd’hui pour 'optique non-linéaire, grace a la conjugaison de deux effets:
tandis que le cation stilbazolium comporte une forte hyperpolarisabilité 3 grace a un
transfert de charge facilité par la présence de la charge @3, le contre-ion favorise la
cristallisation selon une structure non-centrosymétrique du fait des interactions cou-
lombiennes qui prennent le pas sur les interactions dipole-dipole.

Le sel ionique a été synthétisé indépendamment par I’équipe de S.R. MARDER [95] et

(@) Q

N
a \ /[~

O

F1G. 4.28 — (a) Formule développée du sel ionique 4-N,N-diméthylamino-4'-N’-méthyl-
stilbazolium p-toluénesulfonate (DAST). (b) Photographie du cristal de DAST fourni
par D. KOBAYASHI.

celle de H. NAKANISHI [96] en 1989. A Tétat de poudre, le DAST apparait déja tres
efficace vis-a-vis de la génération du second harmonique avec une hyperpolarisabilité

=360 x 1073 esu & 1064 nm dans le méthanol [97]. Pour comparaison, la molécule

3. Les deux formes conjuguées du cation ont pratiquement la méme énergie, contrairement aux
molécules dont la forme conjuguée faisant apparaitre des charges est plus haute en énergie que la
forme neutre.
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de DRI, réputée comme tres efficace pour la génération du second harmonique, a une
hyperpolarisabilité de 69 x 107" esu.
Le cristal de DAST que nous avons analysé (figure 4.28b) est celui synthétisé par
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Fic. 4.29 — Spectre d’absorption d’un film cristallin de DAST. Cette figure provient de
la Réf. [98].

I'équipe de D. KoBAYASHI (Tohoku Univ. Research Inst. of Electrical Communication -
Japon). Il apparait vert en réflexion et rouge en transmission. Le DAST absorbe en
effet beaucoup dans le visible, comme le montre son spectre d’absorption (figure 4.29).
Le cristal de DAST est a la fois fluorescent — le maximum de fluorescence se situe
autour de 630 nm — et non-linéaire lorsque la longueur d’onde du faisceau incident est

de lordre du micron.

4.4.1 Maille cristalline du DAST et réponse optique

La cristallisation du DAST est aujourd’hui bien maitrisée, conduisant a la fa-
brication de cristaux relativement gros (1 x 1 x 0.1 cm?) et de bonne qualité op-
tique [99, 100, 101]. La structure cristalline a été étudiée en détail [103]. Elle appartient
au groupe de symétrie monoclinique Cc et des études par diffraction aux rayons X ont
montré que les grandes faces planes contiennent le plan (c?,g) de la maille, les vecteurs
@etbh correspondant aux diagonales (figure 4.30a). La maille cristalline, représentée
sur la figure 4.30b, comporte 4 cations/anions et a pour dimension a = 10,365 A,
b=11,322 A et ¢ = 17,893 A. On peut considérer que la maille est pratiquement
orthorhombique puisque o = 90°, f = 92,24° et v = 90° , ce qui nous conduit a
confondre le repeére de la maille cristalline (6,5,5) et le repere (1,2,3). La structure non-
centrosymétrique du cristal provient de la formation de couches alternées de cations
et d’anions. En effet, les interactions sont de nature coulombienne et la présence d’un

anion intercalé entre deux cations permet a ceux-ci d’étre orientés dans la méme di-
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F1G. 4.30 - (a) Orientation des azxes (CT,I;,E) de la maille cristalline du DAST par rapport
a la géométrie du cristal. Cette figure est issue de la Réf. [99]. (b) Représentation tri-

dimensionnelle de la maille cristalline. Cette figure est issue de la Réf. [102].

F1G. 4.31 — Représentation schématique de la maille cristalline du DAST dans le plan
(@b). Cette figure provient de la Réf. [103].

rection, contrairement aux interactions purement dipolaires. Notons que le cristal de
DAST perd ses propriétés non-linéaires lorsqu’il est hydraté, I’échantillon prenant alors

une coloration orangée.
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(a) Dipole moment

(b) Dipole moment
8= 35°

3T

Projection of b-axis

Projection of c-axis

F1a. 4.32 — Orientation du moment dipolaire dans le cristal de DAST : (a) dans le plan

-

(a,b) et (b) dans le plan (@,¢). Cette figure provient de la Réf. [104].

Il est possible de calculer géométriquement les composantes des tenseurs d’ordre 2,
3 et 4 correspondant aux susceptibilités «, 3 et v de la maille cristalline. Elles sont
données par la somme des tenseurs o™, B et v(™ associés & chacun des couples

anions/cations constituant la maille et exprimés dans le repere (1,2,3):

4
Qi = Z 041('?) avec az(-;) o cos(i,n) cos(j,n) (4.21)
n=1
4
Bijk, = Z l(]nk? avec ﬁfﬁg o< cos(i,n) cos(j,n) cos(k,n) (4.22)
n=1
4
=3 ) / ' k l 4.23
Vijkl = ) Vijii avec Yy o< cos(i,n) cos(j,n) cos(k,n) cos(l,n) (4.23)
n=1

Dans ces expressions, cos(i,n) représente la projection de 1’axe n sur I'axe i du repere
cristallin (1,2,3). Les différents angles intervenant dans 'expression des tenseurs sont
obtenus en considérant la projection de la maille cristalline dans le plan (EL’,Z;) et dans
le plan (d,c). Ces projections, représentées sur les figures 4.31 et 4.32, montrent que
les moments dipolaires associés a chacun des couples anions/cations font un angle de
+20° par rapport a I'axe @ dans le plan (c?,l;) et un angle de 35° par rapport a l'axe @
dans le plan (a,c). Les composantes non-nulles des tenseurs «, (3 et 7, calculées a partir

des angles précédents, sont répertoriées dans le tableau ci-apres:
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Tenseur Composantes non nulles Valeurs normalisées
o 011 0,67
Q99 0,13
(33 0,33
13 = Q31 0,47
B B 0,54
333 0,18
Braz = P12 = P 0,11
B3z = P13 = P31 0,26
B311 = Biz1 = Pus 0,38
P322 = [az2 = (223 0,07
v Y1111 0,43
Y2222 0,02
Y3333 0,10
Y1333 = V3133 = Y3313 = Y3331 0,15
Y1113 = Y1131 = Y1311 = Y3111 0,30
Y1122 = Y1212 = Y1221 = Y2112 = Y2121 = 7)2211 0,08
Y1133 = Y1313 = Y1331 = Y3113 = V3131 = 73311 0,21
Y3322 = Y3232 = 73223 = 72332 = 72323 = 72233 0,04

V2213 = Y2231 = Y2132 = 72321 = Y2123 = Y2312

= 73221 = 71223 = Y1232 = 73212 = 71322 = Y3122 0,06

Nous avons choisi de calculer de fagon géométrique les composantes des tenseurs «,
B et v en utilisant le modele de gaz orienté. En effet, les valeurs trouvées dans la
littérature ne concernaient que le tenseur d pour des longueurs d’onde ne correspon-
dant pas a notre radiation infrarouge incidente. Ces valeurs n’étaient d’ailleurs pas
toujours cohérentes d’une publication a I’autre [103]. Notons cependant que les valeurs
numériques obtenues sont de simples estimations. La symétrie de Kleinman n’est en
particulier pas vérifiée dans le cas du cristal de DAST, car les longueurs d’onde d’ab-
sorption maximum ne sont pas identiques dans les trois directions de propagation liées
aux axes (1,2,3) du cristal: AT = 700 nm, A} = 650 nm et AF** = 590 nm [99].

Cette propriété est certainement liée a la forte biréfringence du cristal.

A partir des composantes calculées précédemment, nous pouvons obtenir les ex-
pressions des tenseurs «, (3 et v dans le repeére (X,Y,Z) (cf. annexe E.3, page 181) et

ensuite évaluer les intensités de fluorescence a deux photons et de GSH.
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4.4.2 Reésultats expérimentaux

Nous avons procédé a I’analyse en polarisation de la fluorescence a deux photons et
de la GSH émises par un cristal de DAST disposé selon sa face (001) sur la lamelle de
microscope. Les mesures ont été effectuées dans les mémes conditions que celles relatives
au cristal octupolaire de TTB, de fagon a pouvoir comparer l'efficacité des deux cristaux
vis-a-vis de la génération du second harmonique. Avec une longueur d’onde incidente
de 1028 nm, les signaux de FDP et de GSH sont bien séparés spectralement. Les
diagrammes polaires, correspondant a différentes orientations du cristal et rassemblés
sur la figure 4.33, ont été obtenus avec une puissance incidente de 212 W pour la FDP
et de 18 pW pour la GSH.

Nous avons dans un premier temps confirmé la tres bonne qualité optique du cris-
tal, en vérifiant que les mesures effectuées en différents points du cristal donnaient les
mémes diagrammes polaires.

Les ajustements théoriques, calculés avec les angles 8 = 3,2°, ¢ = 0° et en variant
I’angle v, permettent d’une part, de restituer 'orientation donnée au cristal lors des me-
sures, et d’autre part, de reproduire relativement bien les diagrammes expérimentaux.
On remarque cependant que les ajustements relatifs a la fluorescence a deux pho-
tons sont moins bons que ceux concernant la GSH. Nous attribuons cela au caractere
biréfringent du cristal (n; = 2,46, ny = 1,68 et n3 = 1,61 a 805 nm d’apres la Réf. [105])
et au coefficient d’absorption qui est différent suivant la direction de propagation [99].
Ces deux phénomenes, qui ne sont pas pris en compte dans notre modele, affectent
davantage les signaux de fluorescence. Nous avons en effet observé expérimentalement
que le point de focalisation, pour lequel l'intensité de FDP détectée est maximale, est
situé plus profondément dans le volume du cristal que pour la GSH, avec un écart
de l'ordre de 5 pm. La raison de cette différence est certainement le compromis entre

émission et absorption.

Nous pouvons finalement faire une comparaison entre 'efficacité des différents cris-
taux non-linéaires étudiés. L’ajustement des réponses en polarisation de la génération
du second harmonique donne un coefficient de proportionnalité égal & 2,5 x 10* avec
une puissance incidente de 18 pW a 1028 nm (cf. page 108 pour la comparaison avec
les cristaux de POM et de TTB). On en déduit qu’a cette longueur d’onde:

dllpast = 13 X [|d||pon = 0,8 X ||d|| 15, (4.24)

en négligeant les contributions des facteurs de champ local et de la forte absorption de

la GSH par le cristal de DAST a 514 nm. En utilisant le modele a deux niveaux avec
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Fi1G. 4.33 — Diagrammes polaires représentant les intensités de fluorescence et de GSH
dans les états de polarisation X et 'Y émises par un cristal de DAST disposé selon
sa face (001). Les points expérimentaux ont été obtenus avec une longueur d’onde
incidente de 1028 nm et une puissance incidente de 212 pW pour la fluorescence et de
18 uW pour la GSH. Les courbes théoriques ont été calculées avec 8 = 3,2°, ¢ = 0° et
1 = —45°, — 25°, — 3°,0°,11° et 42°, comme indiqué schématiquement sur la figure.
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une longueur d’onde d’absorption maximale de 650 nm, on obtient a la fréquence zéro:
ldl53sz = 9 % [|d][§s = 5  [ld]|*2s. (4.25)

La densité moléculaire du cristal de DAST étant égale a 5.25 x 10?° molécules/cm?, on

obtient finalement une estimation des hyperpolarisabilités :

18]1S%se = 100 x [|8][5ou = 9 x [| 8] (4.26)

Le cristal de DAST est donc un cristal non-linéaire particulierement efficace, alors
que 'arrangement des molécules dans la structure cristalline de DAST est moins bien
optimisée que dans celle du cristal octupolaire de TTB. Par ailleurs, il présente un seuil
de dommage beaucoup plus élevé que le cristal de TTB et il est possible de ’exposer

2 & la cadence de répétition de 86 Mz (soit une puissance

a une fluence de 0,4 J-cm™
incidente moyenne de l'ordre de 100 mW), sans qu’il n’apparaisse de phénomene de
photo-destruction. Le cristal de DAST offre ainsi des perspectives d’applications tres
intéressantes, comme convertisseur de fréquences dans les guides d’onde ou comme mo-
dulateur électro-optique [106]. Ce cristal présente en effet de larges coefficients électro-
optiques [103]. Notons qu’aujourd’hui, des laboratoires tentent d’obtenir des nanocris-
taux organiques de DAST, par photomodification sous impulsion laser intense [107].
Ces recherches pourraient aboutir a la réalisation de nanocristaux moléculaires non-
linéaires efficaces et manipulables. Compte tenu de la robustesse et de l'efficacité de ce
cristal, nous ’avons pour notre part utilisé comme systeme modele pour la détection

cohérente de la GSH (cf. chapitre 6).



Chapitre 5

Réponse en polarisation d’objets

nanométriques

Les études précédentes ont montré 1'utilité de mesures conjointes de la génération
du second harmonique et de la fluorescence a deux photons, et de leur analyse en po-
larisation. A partir des symétries cristallines plus ou moins simples, il a été possible de
mettre en évidence l'orientation des molécules a l'intérieur des cristaux de taille mil-
limétrique. Dans ce chapitre, nous allons décrire des mesures du méme type, effectuées
maintenant sur des objets de tres petite taille, en tirant parti de la bonne résolution
du montage de microscopie a deux photons.

Nous nous intéresserons dans un premier temps a I’étude de nanocristaux organiques.
La connaissance précise de leur orientation permettrait en effet de les utiliser comme
des sondes, pour étudier des dynamiques de diffusion orientationnelle ou des effets
de ré-orientations a ’approche de champs électriques. Nous allons également voir que
d’autres informations peuvent étre tirées de ces mesures, en particulier la nature mono-
ou poly-cristalline des structures moléculaires analysées.

La technique d’analyse en polarisation sera ensuite appliquée a des spheres de latex
chargées en molécules fluorescentes et non-linéaires, de taille nanométrique. Nous cher-
cherons a interpréter les résultats obtenus, en modélisant I'orientation des molécules a

I'intérieur des spheres.

5.1 Nanocristaux de CMONS

Nous avons analysé des échantillons comportant des nanocristaux constitués de
molécules de a-[(4-méthoxyphényl)méthylene]-4-nitrobenzeneacétonitrile (CMONS),
dont la formule développée est représentée sur la figure 5.1. Cette molécule, qui com-

porte un groupe donneur (-nitro), un groupe accepteur d’électrons (méthoxy-) ainsi
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Fi1G. 5.1 — Formule développée de la molécule de CMONS.

qu’un systeme conjugué permettant le transfert de charge intramoléculaire, a été congue
pour ses propriétés non-linéaires du second ordre [108, 109]. De plus, si le CMONS n’est
pas fluorescent en solution due a une photoisomérisation rapide [110], il le devient a
I’état solide, comme le montre le spectre de la figure 5.2 obtenu en enregistrant le

spectre d’émission d’un nanocristal.

o 80— *
o
(40]
s 60—
o
=}
o
o
o 40 —
©
o
£
E 20
i u-.uﬁJ

0 —

T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 750

Longueur d'onde (nm)

F1G. 5.2 — Spectre d’émission d’un nanocristal de CMONS, composé d’une large bande
de fluorescence avec un maximum d’émission autour de 570 nm et d’un pic de GSH a
493,5 nm. Ce spectre a €té obtenu avec un faisceau infrarouge incident de 4,2 mW a
987 nm.

Les échantillons étudiés ont été élaborés dans le cadre de la these de E. BOTZUNG-
APPERT au Laboratoire de Cristallographie de Grenoble dirigé par A. IBANEZ, selon
une méthode originale de nanocristallisation des molécules de CMONS dans les pores
d’une matrice sol-gel [111, 112]. Ces films sont obtenus en déposant par centrifuga-
tion sur une lamelle de microscope, une solution d’alkoxydes de silicium précurseurs
du gel (tétraméthoxysilane et méthyltriméthoxysilane), d’eau et de CMONS dans un
solvant organique de tétrahydrofurane. La nucléation, la croissance de la phase or-
ganique ainsi que la polymérisation de la matrice sol-gel qui empéche la coalescence
des nanocristaux se font simultanément au moment du dépot. Les échantillons sont

alors recuits afin d’éliminer les solvants résiduels et d’améliorer la qualité cristalline
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1pum

Fia. 5.3 — (a) Image réalisée en microscopie optique confocale d’une couche mince
contenant des nanocristaur de CMONS dans une matrice sol-gel. (b) Coupe verticale

de la couche mince de sol-gel précédente. Images fournies par A. IBANEZ.

des agrégats. On obtient ainsi des films minces d’épaisseur 1 pm environ. Les agrégats
moléculaires peuvent étre visualisés par microscopie confocale (figure 5.3), leur taille
et leur concentration variant avec la vitesse de rotation de la tournette et la fraction

molaire CMONS:alkoxydes dans la solution de départ.

5.1.1 Maille cristalline du CMONS et réponse optique

Les différentes phases cristallines ont été identifiées par N. SANz [113]. De plus,
une étude par diffraction aux rayons X a montré que le CMONS, dans sa conformation
trans, peut cristalliser selon trois variétés allotropiques I, II et IIT [114]. La molécule
étant a peu pres planaire et les interactions intermoléculaires faibles — elles sont essen-
tiellement créées par des forces de van der Waals —, les trois formes cristallines sont
constituées d’une superposition de plans moléculaires correspondant a une structure
en feuillets (figure 5.4). Seules les formes II et III, appartenant au groupe de symétrie

monoclinique Cc, ont une structure non-centrosymétrique et peuvent par conséquent
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Fic. 5.4 — Représentation de la maille cristalline selon un plan molculaire: (a)
forme I: plan (105), (b) forme II: plan (102), (c) forme III: plan (111). Ces figures
sont issues de la réf. [114].

By

oo

émettre de la GSH!. Leur structure cristalline étant trés proche, un méme modele
de maille sera utilisé. Celui-ci, défini dans le repere cristallin (1,2,3), est constitué de
quatre molécules de CMONS considérées comme des molécules de type “batonnet”
et disposées en chevron dans le plan (1,2), avec un angle d’inclinaison de 25,5° par
rapport a l’axe 2, 'inclinaison des molécules par rapport au plan (1,2) étant négligée

(figure 5.5). A partir de ce modele, il est possible de calculer les composantes des ten-

F1G. 5.5 — Représentation de la maille des cristaux II et 111 de CMONS dans le repére
cristallin (1,2,3). Elle est constituée de quatre molécules contenues dans le plan (1,2)
et inclinées d’un angle de 25,5° par rapport a l'axe 2. Nous négligeons ici l’inclinaison

des molécules par rapport au plan (1,2), celle-ci étant trés faible (inférieure a 10°).

seurs d’ordre 2, 3 et 4, représentant les susceptibilités non-linéaires «, 3, v, comme cela

1. La phase I centrosymétrique appartient au groupe de symétrie P2, ,,,.
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a été fait pour le cristal de DAST. Les composantes normalisées de ces tenseurs sont
répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Tenseur Composantes non nulles Valeurs normalisées
« o1 0,22
99 0,98
B (222 0,93
P12 = Biz1 = fant 0,21
v Y1111 0,05
Y2222 0,87
Y1122 = Y1212 = Y1221 = 72112 = Y2121 = Y2211 0,20

A partir des composantes calculées précédemment, nous pouvons obtenir les expressions
des tenseurs «, 3 et y dans le repére macroscopique (X,Y,7) (cf. annexe E.4, page 183)
et ensuite évaluer les intensités de FDP et de GSH dans les états de polarisation X
etY.

5.1.2 Mise en oeuvre de ’analyse en polarisation

Pour procéder séparément a l’analyse en polarisation des signaux de GSH et de FDP,
on a introduit dans le dispositif expérimental un filtre supplémentaire qui sélectionne

I'un ou I'autre des signaux, comme le montre la figure 5.6. On remarque cependant, sur
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F1G. 5.6 — Spectre des signauzx émis par un nanocristal de CMONS et détectés par les
photodiodes, lorsque 'on ajoute dans le dispositif un filtre permettant de sélectionner
soit la FDP (a), soit la GSH produite par une excitation a 987 nm (b).

la figure 5.2 que le pic de GSH a 493,5 nm n’est pas parfaitement séparé de la bande

de fluorescence. En effet, il n’a pas été possible expérimentalement de 1’en écarter
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davantage, compte tenu de la limitation en longueur d’onde du laser Ti:Sa?2. Il est donc
nécessaire, pour traiter les données relatives au second harmonique, de soustraire la
partie résiduelle de fluorescence a deux photons transmise par le filtre. Des mesures en
polarisation, effectuées sur un nanocristal ne donnant que de la fluorescence, ont permis
d’évaluer ce biais dans la mesure de la GSH. Il correspond a 7 % des signaux reccueillis
avec le filtre de fluorescence sur les deux voies X et Y. Les données présentées par la

suite tiennent compte de cette correction.

La figure 5.7 rassemble quelques cartographies des signaux de FDP et de GSH,
obtenues avec différents échantillons. Ces échantillons different par la fraction molaire
CMONS:alkoxydes (variant de 2 x 107 & 6 x 107%) des solutions utilisées lors du dépot.
On observe ainsi 'influence de cette fraction molaire sur la répartition et la taille des
nanocristaux. Dans le cas des échantillons de plus faible fraction molaire, la forme des
“spots” n’est pas reliée a celle des nanocristaux qui peuvent étre considérés comme
quasiment ponctuels par rapport a la résolution du microscope, mais a la répartition
de I'intensité du faisceau laser, dans le plan focal de 'objectif.

La présence d'un ordre cristallin non-centrosymétrique se traduit directement par
I’émission de GSH. Sur les cartographies présentées ici, la plupart des nanocristaux
donnent a la fois de la FDP et de la GSH, preuve de 'existence d’une structure cristal-
line non-centrosymétrique correspondant aux variétés allotropiques II et III du cristal
de CMONS et favorisée par les conditions expérimentales du dépot par centrifugation.
En fait, une étude statistique effectuée a partir des spectres d'un grand nombre de
nanocristaux montre qu’environ 40 % d’entre eux émettent effectivement de la GSH.
Ceux qui sont fluorescents et inactifs en GSH peuvent comporter une structure cristal-
line centrosymétrique (forme I) ou correspondre a un amas de molécules de CMONS
non cristallisé et centrosymétrique (la diffusion hyper-Rayleigh n’est pas détectable
non plus). Par la suite, tous les diagrammes polaires donnant les intensités Zy et Z,
de FDP et de GSH en fonction de la polarisation incidente (figures 5.8, 5.12 et 5.13),
sont issus de nanocristaux uniques, bien isolés dans le film sol-gel. Ils ont été obte-
nus avec un faisceau infrarouge incident de quelques mW, sans qu’il n’apparaisse de

photodestruction.

2. Le laser femtoseconde Tsunami Spectra Physics utilisé est équipé d’un jeu de miroirs adapté a

I'infrarouge lointain, en dehors de la plage de fonctionnement plus habituelle de ce laser.
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Fic. 5.7 — Cartographies des signaur de FDP et de GSH de trois échantillons de
CMONS, qui different par la fraction molaire d = CMONS:alkoxydes de la solution uti-
lisée lors du dépot. La longueur d’onde du faisceau infrarouge incident était de 987 nm.
(a) d=2x10"3, Prrisa) = 18 mW. (b) d = 4x1073, Prriga) = 12 mW. (¢) d = 6x1073,
Prrigay = 640 pW.
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5.1.3 Cas de nanocristaux monocristallins
Analyse en polarisation

Environ 30 % des nanocristaux générant du second harmonique, fournissent des dia-
grammes en FDP proportionnels dans les deux états de polarisation X et Y (figure 5.8).
Compte tenu de la modélisation effectuée au chapitre 4 (cf. paragraphe 4.1.2, page 81),
cette observation est la signature directe d'une structure monocristalline. Pour ces cas,
il est effectivement possible de déterminer un triplet (6,¢,1) tel que les fonctions ZG5H,
ZGSH | TEo o 7Fo reproduisent la forme des diagrammes obtenus. Le tableau sui-
vant répertorie les valeurs des trois angles déterminés a partir des diagrammes de la
figure 5.8:

Nanocristal | 0(°)  ¢(°) (°)

CMONS 1 80 80 110
CMONS 3 595 170 74
CMONS 4 60 115 5
CMONS 6 45 30 90
CMONS 11 | 80 0 140
CMONS 12 | 45 45 40
CMONS 14 | 50 60 70

Le fait d’analyser simultanément les données relatives au second harmonique et a la
fluorescence a deux photons dans les deux états de polarisation X et Y, a ainsi permis
de déterminer de fagon univoque le triplet (6,¢,%). En effet, les trois parametres sont

déterminés a partir de I’ajustement de quatre courbes.
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Fi1G. 5.8 — Diagrammes polaires représentant les intensités de FDP et de GSH dans
les états de polarisation X et Y de nanocristaur monocristallins, en fonction de la
polarisation incidente. Dans ce cas, les deux diagrammes obtenus avec la FDP sont
proportionnels. Pour chaque nanocristal, un seul et méme triplet (0,0,0) a été utilisé

pour tracer les quatre courbes théoriques modélisant les observations expérimentales.
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Comparaison avec les mesures d’anisotropie de fluorescence

Nous allons montrer que cette technique d’analyse en polarisation apporte des infor-
mations supplémentaires par rapport aux mesures d’anisotropie traditionnelles. Avec
notre dispositif, il est possible de mesurer, aussi bien avec la GSH qu’avec la FDP, deux

types de contraste de polarisation définis comme suit :

POO) = T o] &)
R e e eyt 62)

Ces contrastes de polarisation sont couramment utilisés en mesure de fluorescence po-
larisée. On peut alors tracer, pour une valeur donnée de l'angle 6, les points dans
le plan (¢,1) tels que les valeurs des contrastes de polarisation PSSH, pFluo pGSH
et Pio correspondent & celles mesurées expérimentalement. Remarquons que ces
courbes se décomposent en deux trongons symétriques. En effet, les triplets (6,¢,1)
t (0,7 — ¢,m — 1) sont associés aux mémes contrastes de polarisation. Or, ces deux
triplets correspondent a des diagrammes polaires différents, puisqu’ils sont dans ce cas
symétriques par rapport a 'axe X. On voit d’ores et déja que 'analyse en polarisa-
tion est beaucoup plus sélective pour la détermination du triplet (6,¢,1). Comme le

GSH ot PFuo conduisent a

montrent les figures 5.9 et 5.10, I'intersection des courbes P
un grand nombre de couples de valeurs (¢,1). Par contre, les courbes P$SH et P
se croisent en un nombre fini de doublets (¢,7), en I'occurence quatre doublets dans
les deux cas étudiés ici. Si I'on trace les réponses en polarisation associés a ces points
(on se restreint & deux points du fait de la symétrie des courbes), on se rend compte
en pratique qu'un seul d’entre eux permet de reproduire correctement les données
expérimentales. Ceci montre bien l'efficacité de notre analyse en polarisation pour la
détermination de l'orientation de la structure monocristalline au sein de la matrice

sol-gel.
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F1G. 5.9 — (a) Courbes expérimentales et ajustements théoriques de la réponse en po-
larisation d’un nanocristal de CMONS dont l'orientation est (55°,170°,74°). Le nano-

cristal considéré est le n°3 de la figure 5.8. (b) Courbes ¢(v) tracées avec 8 = 55°,

PESH = 0,44, PFwe = —0,388, PSH = —0,92 et P = —0,054. Les points relatifs

a la GSH (resp. FDP) sont tracés en gris (resp. noir). Réponses en polarisation cor-

respondant auz points d’intersection des courbes grise et noire: (c¢) (55°,170°,74°) et
(d) (55°,134° 86°).
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Fic. 5.10 — (a) Courbes expérimentales et ajustements théoriques de la réponse en
polarisation d’un nanocristal de CMONS dont 'orientation est (45°,45°,40°). Le nano-
cristal considéré est le n°12 de la figure 5.8. (b) Courbes ¢() tracées avec § = 45°,
PESH = 0,942, PFue = 0,911, PEH = 0,844 et PFe = 0,451. Les points relatifs
la GSH (resp. FDP) sont tracés en gris (resp. noir). Réponses en polarisation cor-

respondant aux points d’intersection des courbes grise et noire: (c) (45°,45°,40°) et
(d) (45°,100°,20°).
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Précision dans la détermination du triplet (0,¢,7)

Nous avons montré qu’il était possible de déterminer 1’orientation de la maille cris-
talline d’un nanocristal monocristallin, en analysant a la fois les signaux de FDP et de
GSH. Remarquons que les intensités calculées donnent des diagrammes polaires tres
différents des que 1'on change 1'un des trois angles d’Euler de plus de 5°, comme le
montrent les calculs de la figure 5.11. La précision des valeurs obtenues pour les trois
angles 6, ¢ et 1 peut alors étre estimée a 5° environ, ce qui est relativement précis.
Bien sur, les triplets (6,0 + m,%) et (0,0, + 7) donnent les mémes diagrammes que
ceux donnés par les angles (0,¢,1). Ceci résulte de la symétrie de la maille et du fait
que nos mesures ne sont pas sensibles a la phase du rayonnement émis. C’est pourquoi

nous avons donné les angles d’Euler dans l'intervalle [0,7].

5.1.4 Cas plus complexes: nanocristaux polycristallins

Parmi les nanocristaux générant de la GSH, environ 70 % d’entre eux ne corres-
pondent pas a des diagrammes de fluorescence identiques, a un coefficient multiplicatif
pres, dans les deux états de polarisation X et Y. Or, dans le paragraphe 4.1.2, page 81,
nous avons montré que dans le cas d’un cristal monocristallin, ces intensités de fluores-
cence sont nécessairement proportionnelles. Ce résultat va nous permettre de distinguer
par le simple examen a 1’ ceil des diagrammes expérimentaux, une structure monocris-
talline a 1’échelle nanométrique d’une structure polycristalline plus complexe.

Pour un certain nombre d’entre eux, il est possible de reproduire les intensités détectées,
en ajoutant de fagon incohérente les signaux correspondant a deux orientations diffé-

rentes de la maille cristalline (cf. paragraphe 1.3.2, page 18):
II(Q)((I)) = 11(917¢17w17®7€75) + II<92a¢27,¢}27q)a575)' (53)

Les diagrammes polaires de ces nanocristaux sont rassemblés sur la figure 5.12, les
orientations €2, {25 utilisées pour tracer les courbes théoriques étant reportées dans le

tableau ci-dessous.

Nanocristal | 01(°)  ¢1(°) ¥1(°) | 62(°)  ¢2(°)  9a(°)
CMONS 2 80 85 -20 80 -2 -102
CMONS 10 80 0 70 80 90 110
CMONS 13 20 30 27 80 0 5%5)
CMONS 20 70 -20 60 70 55 65
CMONS 21 60 0 90 60 30 120
CMONS 22 80 85 -10 80 -2 -113
CMONS 23 80 90 10 80 30 -122
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Fic. 5.11 — Diagrammes polaires donnant les intensités de GSH et de FDP dans
les états de polarisation X (en continu) et Y (en pointillés) en fonction de la di-
rection de polarisation ®. Les calculs ont été menés avec (0=50°,p=170°=70°) (a)
et (0=65°,¢=175°1)=80°) (b).
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F1G. 5.12 — Diagrammes polaires typiques représentant les intensités de FDP et de GSH
dans les états de polarisation X et Y émis par des nanocristauz polycristallins. Les deux
diagrammes obtenus avec la fluorescence a deux photons sont différents. Les courbes

peuvent étre ajustées en considérant l'addition incohérente de signaux caractérisés par

les triplets (01,¢1,01) et (6a,02,102).
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Remarquons toutefois que plusieurs orientations §2; et {2y permettent de reproduire
les diagrammes polaires obtenus expérimentalement. Nous n’avons pas non plus in-
troduit de coefficients multiplicateurs pour quantifier la contribution de chacune des
unités monocristallines. Nous avons en effet un trop grand nombre de parametres a
déterminer, pour seulement quatre courbes. Cependant, si certains ajustements ne re-
produisent pas parfaitement les courbes expérimentales, elles montrent clairement le

comportement polycristallin des nanocristaux étudiés ici.

Les signaux lumineux émis par un certain nombre de cristaux ne peuvent pas tou-
jours étre modélisés par l'addition incohérente de signaux associés a seulement deux
orientations cristallines (figure 5.13). Dans ces cas 1a, I’émission de FDP et de GSH
donne des diagrammes ou les intensités Zy et Z,, forment des lobes systématiquement
perpendiculaires entre eux, comparables a ceux obtenus avec une distribution isotrope

de dipoles.

GSH X GSHY FLUO X FLUOY
1000/100ms 1500/100ms 800/100ms 800/100ms

F1G. 5.13 — Diagrammes polaires typiques représentant la réponse en FDP et en GSH
dans les états de polarisation X et'Y des nanocristauz polycristallins constitués d’un
grand nombre d’unités monocristallines. Les signaux détectés suivant les deux états
de polarisation forment des lobes perpendiculaires entre eux, avec une symétrie dans
I’échange entre X et'Y. L’ajustement de ces courbes peut étre réalisé en considérant
l’addition incohérente des signaux émis par des unités monocristallines a ['intérieur de
la nanoparticule. Dans le cas présent, nous avons considéré dix unités monocristallines

d’orientation aléatoire.

Ces agrégats moléculaires sont probablement constitués d’'un nombre N > 2 d’unités
monocristallines d’orientation (6;,¢;,1;) différentes et aléatoires. L’intensité des signaux
émis peut ainsi s’écrire :

N

II(N)(CI)) = ZL(@,@,%,‘I’,&(S)- (5.4)

i=1
Nous avons simulé la réponse d’agrégats comprenant un nombre croissant (N = 3
)

N = 5 et N = 10) d’'unités monocristallines. La figure 5.14 montre comment les
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diagrammes polaires Z,(N)(CD) évoluent vers une structure a 2 lobes orientée dans la
direction I aussi bien pour la FDP que pour la GSH, lorsque I'on augmente le nombre
d’unités monocristallines constituant le nanocristal. Pour N > 10, on obtient presque
systématiquement des lobes perperdiculaires entre eux, conformément aux données
expérimentales de la figure 5.13.

Notons qu’a ce stade, il n’est pas possible de distinguer la présence d’agrégats en
s'intéressant uniquement au niveau de signal qui doit en théorie étre proportionnel
a N? pour les nanocristaux monocristallins et proportionnel & N pour les agrégats. En
effet, les nanocristaux ont apparemment des tailles différentes étant donnés les niveaux

des signaux des figures 5.8 et 5.12.

5.1.5 Bilan

Cette analyse en polarisation permet ainsi de bien différentier une structure mo-
nocristalline d'une structure polycristalline. Un tel diagnostic in situ a 1’échelle de
la nanoparticule était impossible a effectuer au moyen des techniques usuelles de ca-
ractérisation physico-chimique des structures cristallines. La qualité cristalline des na-
noparticules peut en effet étre vérifiée en explorant les nanocristaux de CMONS un
par un. Une mesure d’ensemble ne le permettrait pas. Les applications de ces nano-
cristaux sont multiples: ils viennent compléter les propriétés des nanocristaux semi-
conducteurs existants, qui sont utilisés comme sondes fluorescentes. L’émission de GSH
présente également plusieurs avantages comme 1’absence de photobleaching en dehors
de la résonance et une tres forte sensibilité a I’orientation du nanocristal. Une perspec-
tive intéressante serait de développer des nanocristaux sensibles a la présence de champ
— par effet électro-optique pour sonder la structure du champ électrique au voisinage de
structures complexes — ou bien possédant des propriétés magnétiques pour combiner

les techniques d’imagerie magnétique et d’imagerie optique.
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F1a. 5.14 — Intensités de FDP et de GSH dans les états de polarisation X (en continu)
et Y (en pointillés) émis par quatre agrégats constitués de N=3, 5 et 10 unités cristal-

lines dont ['orientation a été tirée au hasard.
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5.2 Spheres de latex contenant des molécules de
DCM

Le but de ce travail est exploratoire. Nous envisageons d’utiliser les outils développés
précédemment, afin de comprendre le comportement d’arrangements moléculaires dans
d’autres types de nano-objets. Plus précisément, nous allons nous intéresser ici a des
nano-spheres de latex comportant des molécules non-linéaires, dont 1’émission de GSH

peut étre interprétée par des déformations non-centrosymétriques.

5.2.1 Description de ’échantillon étudié

Les spheres nanométriques que nous avons étudiées ont été synthétisées par C. CAN-
N1Zz0 dans I’équipe dirigée par C. LARPENT au laboratoire SIRCOB a I'université de
Versailles-Saint Quentin. Nous nous sommes en particulier intéressés aux spheres a base
de polymere nommées SA175, de diametre 150 nm. Elles peuvent en effet contenir un
nombre suffisant de molécules actives (environ 5500 molécules de DCM par particule)
pour détecter des signaux lumineux non négligeables.

Les particules sphériques dopées en DCM sont dispersées dans une solution conte-
nant un mélange d’eau et d’éthanol ainsi que du PVA a la concentration massique
de 5 %. La présence de polymere est nécessaire pour permettre a la solution d’adhérer
a la surface du substrat lors du dépot par centrifugation et d’immobiliser les spheres
apres évaporation du solvant. Toutes les mesures présentées ici proviennent d’'un méme

échantillon obtenu & partir d’une solution dont la concentration est de 1,8 spheres/um3.

5.2.2 Spheres émettant uniquement de la fluorescence

Comme le montre la figure 5.15a, la dilution dans le polymere permet de bien
séparer les particules, et il est ainsi possible de les étudier individuellement. Le spectre
des signaux émis par les spheres isolées montre une large bande de fluorescence mais
aucun pic caractéristique de la GSH (figure 5.15b). Ce résultat n’est pas surprenant
dans la mesure ou il s’exerce peu de contraintes sur les particules, qui conservent ainsi
une forme sphérique. La distribution des molécules de DCM a l'intérieur des particules
reste par conséquent centrosymétrique.

Nous avons procédé a ’analyse en polarisation des signaux de fluorescence a deux
photons émis par les spheres (figure 5.16). On reconnait la forme typique des dia-
grammes polaires obtenus en considérant une distribution isotrope de molécules de
DCM, avec un angle & = 37° entre les dipoles d’absorption et d’émission qui leurs

sont associés (cf. paragraphe 2.3.6, page 43). Ces diagrammes polaires montrent aussi
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F1G. 5.15 — (a) Cartographie des signauz lumineux émis par une zone de l’échantillon
ot les particules sont bien isolées. Le faisceau incident a une puissance de 7,7 mW a

987 nm. (b) Spectre d’émission d’une sphére isolée, obtenu avec une puissance incidente
de 6,4 mW a 987 nm.
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F1G. 5.16 — Diagrammes polaires donnant les intensités de fluorescence Iy et L, émises
par une spheére isolée en fonction de la direction de la polarisation incidente. La puis-
sance du faisceau laser a A = 987 nm est de 7,7 mW. Les ajustements théoriques ont
été calculés avec 'équation (2.24) en considérant une distribution orientationnelle iso-
trope, avec € = 1,14 rad, 6 = 0,02 et un angle & = 37° entre les dipoles d’absorption et
d’émission associés a la molécule de DCM. On note la présence de photoblanchiment

au cours de la mesure, qui dure typiquement une dizaine de minutes.

qu’il n’y a pas ou tres peu de transfert d’énergie entre les molécules de colorant. Cette
observation concorde avec la distance intermoléculaire qui est de 'ordre de 40 A, en
considérant que les molécules sont réparties uniformément a l'intérieur des spheres. On
observe également un effet de photodestruction des molécules de colorant du a la forte
intensité du faisceau incident. Il est en effet nécessaire d’appliquer des puissances de

I'ordre de la dizaine de mW pour obtenir des niveaux de signaux détectables.
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Notons que le nombre de molécules est beaucoup trop faible pour espérer détecter de

la diffusion hyper-Rayleigh.

5.2.3 Spheres émettant de la GSH en plus de la fluorescence

Dans certaines zones de 1’échantillon, on observe des amas de spheres qui peuvent
émettre a la fois de la FDP et de la GSH, comme le montre le spectre de la figure 5.17.

Les signaux de fluorescence a deux photons et de génération du second harmonique

25 —
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F1G. 5.17 — Spectre d’émission provenant d’un amas de particules sphériques. La puis-

sance du faisceau incident est de 8 mW a 987 nm.

sont alors mesurés successivement en utilisant des filtres adaptés. Les cartographies
de la figure 5.18 montrent que dans la zone de ’échantillon considérée, les particules
se sont agglomérées, sans doute autour d’un défaut du substrat. Remarquons que la
GSH émise n’apparait pas exactement aux mémes endroits que la fluorescence a deux
photons. Les contraintes exercées entre particules, déformant légerement les surfaces

sphériques et brisant ainsi la centrosymétrie pourraient expliquer I’émission de GSH.

La fonction de distribution orientationnelle f(6,¢) permettant de modéliser I’orien-

tation des molécules sous 'effet des contraintes doit comporter deux contributions:

— l'une centrosymétrique (isotrope) relative aux molécules situées a l'intérieur de
la sphere (soit 80 % environ des molécules de DCM, si celles-ci sont réparties

uniformément) ;

— l'autre non-centrosymétrique correspondant aux molécules situées sur l'inter-

face (soit 20 % des molécules environ).

Pour les ajustements des diagrammes polaires, nous prendrons comme fonction de
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F1G. 5.18 — Cartographie des signauz de FDP (a) et de GSH (b) provenant d’une méme
zone de [’échantillon ot se sont agrégées quelques particules. Le faisceau incident a une

puissance de 7,7 mW a 987 nm.

distribution, la fonction générique suivante, en oubliant le facteur de normalisation :

F0.0) =1+ &

. 2 . 2\
; (1 + (smw;fn/“z) > (1 n (sm(dzjm/z) )

Dans cette expression, les angles (6;,¢;) donnent l'orientation privilégiée des molécules

(5.5)

induite par la contrainte 7. Les parametres A; et A; sont des parametres ajustables
rendant la contribution du terme non-centrosymétrique ¢ plus ou moins importante.
Cette approche ne vise pas ici a déterminer une géométrie spécifique de I'interface. Ce-
pendant, si les molécules périphériques sont orientées perpendiculairement a l'interface,
un applatissement ponctuel de la surface ferait apparaitre un pic dans la fonction de

distribution orientationnelle, dans la direction perpendiculaire au plan de I'interface.

Particules légerement déformées Si la particule sphérique est tres légerement
déformée, la réponse en polarisation de la fluorescence a deux photons reste similaire
a celle de la figure 5.16, puisque la part des molécules orientées de fagon isotrope
reste prépondérante. Il apparait néanmoins un signal de GSH. Un exemple typique est
présenté sur la figure 5.19a. La fonction de distribution orientationnelle qui a permis
de tracer les ajustements théoriques est dessinée sur la figure 5.19b. L’émission de
GSH est due au petit pic qui se trouve dans la direction (0; = 45°,¢; = 37°). Il peut
s'interpréter par un aplatissement de la surface a cet endroit, en supposant que les
molécules de colorant sont normales a la surface. On peut observer ici que la GSH
est extrémement sensible a un changement d’ordre moléculaire, puisque tres peu de

molécules participent a ce signal.
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F1G. 5.19 — (a) Réponse en polarisation d’une sphere émettant de la GSH. L’ajustement
des diagrammes relatifs a la FDP a été calculé avec l'équation (2.24). L’ajustement des
diagrammes relatifs a la GSH a été calculé avec I'équation (C.9). Dans les deuz cas, on
a utilisé la fonction de distribution (5.5) avec 07 = 45°, ¢1 = 37°, Ay =5 et Ay = 0,01.
(b) Représentation de la fonction de distribution f(0,¢) donnée par I’équation (5.5).

Particules avec deux déformations ponctuelles Dans certains cas, il est nécessaire
de prendre en compte deux orientations privilégiées pour pouvoir reproduire les dia-
grammes polaires de la GSH. C’est le cas de la sphere dont les réponses en polarisation
sont représentées sur la figure 5.20a. Les contraintes exercées sur cette particule n’in-
duisent que des déformations légeres, puisque la réponse de la fluorescence correspond
la encore a une distribution orientationnelle isotrope. La fonction de distribution qui a

permis de tracer les ajustements théoriques est dessinée sur la figure 5.20b.
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F1G. 5.20 — (a) Réponse en polarisation d’une sphére émettant de la GSH. L’ajustement
des diagrammes relatifs a la FDP a été calculé avec l’équation (2.24). L’ajustement des
diagrammes relatifs a la GSH a été calculé avec ’équation (C.9). Dans les deuz cas,
on a utilisé la fonction de distribution (5.5) avec 01 = 90°, O = 90°, ¢ = 134°,
o = 225°, Ay = 20, Ay = 4, Ay = 0,005 et Ay = 0,005. (b) Représentation de la
fonction de distribution f(0,9) donnée par l’équation (5.5).

Particules trés déformées voire completement aplaties Dans certains cas, on
détecte un fort signal de GSH et la réponse en polarisation de la fluorescence a deux
photons est caractéristique d’une distribution moléculaire fortement anisotrope (fi-
gure 5.21a). Pour reproduire cette structure de diagrammes polaires, il est nécesaire
de considérer une orientation privilégiée pour les molécules de DCM et de négliger la
contribution centrosymétrique dans la fonction de distribution (figure 5.21b). Pour ce
type de spheres, les molécules seraient toutes plus ou moins orientées dans la méme
direction. Il peut par exemple s’agir d’une sphere completement aplatie. En effet, les
contributions de surface dominent alors les contributions de volume et si les molécules
sont orientées perpendiculairement a I'interface, elles ont alors toutes la méme direction
(01,01). Cet exemple correspondant a 1’émission d’une structure ordonnée présente de

tres fortes analogies avec 1’émission d’un arrangement cristallin.
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F1G. 5.21 — (a) Réponse en polarisation d’une sphére émettant de la GSH. L’ajustement
des diagrammes relatifs a la FDP a été calculé avec l'équation (2.24). L’ajustement des
diagrammes relatifs a la GSH a été calculé avec I’équation (C.9). Dans les deux cas, on a
utilisé la fonction de distribution (5.5) avec 0 = 45°, ¢y = 37°, A} = 105 et Ay = 0,01.
(b) Représentation de la fonction de distribution f(0,¢) donnée par l’équation (5.5).

5.2.4 Bilan

Dans cette analyse appliquée a des nano-spheres de latex, nous formulons un certain
nombre d’hypotheses qu’il n’est pas possible de vérifier. Néanmoins, nous montrons
par ces exemples que l'analyse en polarisation est un outil important pour révéler
si les molécules s’orientent suivant un axe privilégié ou non et si leur distribution
orientationnelle est large angulairement ou non. Il serait maintenant intéressant de
poursuivre cette étude avec des objets dont la géométrie ou la structure est mieux
connue, comme par exemple une sphere isolée soumise a un champ électrique, des
billes métalliques [115, 116] ou bien des vésicules dans lesquelles les chromophores sont
localisés au niveau de la couche lipidique. Notre technique d’analyse en polarisation

pourrait des lors venir compléter les techniques d’imagerie de milieux biologiques.
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Chapitre 6

Détection de la GSH par

interférométrie

Nous avons vu dans les précédents chapitres, qu’il était possible de déterminer
la direction dans laquelle sont orientées les molécules non-linéaires constituant divers
matériaux : molécules insérées dans une matrice polymere, cristaux non-linéaires de
taille millimétrique et nanométrique. L’analyse en polarisation des signaux de FDP et
de GSH ne permet cependant pas de déterminer le sens d’orientation des molécules. S’il
ne peut étre fourni par ’étude du rayonnement de fluorescence du fait de son caractere
incohérent, ce renseignement est contenu dans la phase de la GSH émise au niveau de
I’échantillon. Il apparait des lors tres intéressant de mesurer simultanément 'amplitude
et la phase de la GSH grace a un dispositif interférométrique. De telles mesures ont déja
été effectuées sur de la GSH de surface provenant d'un cristal de silicium [117]. L’origi-
nalité de notre travail est d’intégrer sur I’'une des voies de 'interférometre, le microscope
comportant un objectif de grande ouverture numérique. Les signaux d’interférences
ainsi obtenus permettront par la suite de mettre en ceuvre une détection homodyne
balancée de la GSH émise par des nano-objets, comme par exemple des nanocristaux ou
méme des molécules uniques. Ce type de technique est en effet particulierement adapté
a la détection de signaux jusqu’au bruit de photons [33, 118]. De plus, la génération du
second harmonique possede un atout de taille par rapport a la fluorescence. Il s’agit
d’un rayonnement particulierement stable, qui subsiste méme apres photodestruction
des molécules. En effet, dans les systemes moléculaires, 1’émission du second harmo-
nique ne requiert pas de transfert de population vers 1'état excité. En se placant a
un désaccord suffisamment grand par rapport a la résonance, le photoblanchiment du
systeme illuminé est ainsi tres fortement réduit et le systeme peut étre observé pendant
une durée beaucoup plus longue qu’en fluorescence.

Dans un premier temps, nous avons procédé a une étude de faisabilité sur une confi-
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guration expérimentale simple, en faisant interférer deux faisceaux de GSH issus d'un
méme cristal non-linéaire indépendamment du microscope. Cette premiere expérience
a permis de nous assurer de la bonne stabilité de notre dispositif (stabilité du laser,
des pieces mécaniques) et de 'adéquation du détecteur (sensibilité vis-a-vis du niveau
de signal, bruit). Nous avons ensuite obtenu des interférences entre la GSH détectée
en microscopie sur un cristal de DAST de taille millimétrique, et ’'onde harmonique
issue d’un cristal de référence servant d’oscillateur local. Nous verrons que I'enregistre-
ment de I'amplitude des signaux d’interférences permet de retrouver les réponses en
polarisation de I’émission du second harmonique du cristal de DAST, lesquelles ont été

caractérisées de maniere détaillée au chapitre 3.

6.1 Etude de faisabilité

Avant de mettre en place le dispositif incluant le microscope, nous avons com-
mencé par faire interférer deux faisceaux issus d’un méme cristal non-linéaire, dans
un interférometre de type MACH-ZEHNDER. La difficulté était en effet d’obtenir le re-
couvrement temporel des impulsions, qui ont une durée de 'ordre de 100 fs, avec des
trajets optiques de l'ordre du metre!. Cette premiére expérience nous a ainsi permis
de travailler avec des intensités lumineuses assez élevées, ce qui était tres appréciable
pour “se faire la main” sur les réglages : recouvrement spatial des faisceaux, égalisation
de la courbure des fronts d’onde dans le champ d’interférences.

6.1.1 Interférences entre deux ondes de GSH provenant d’un

meéme cristal non-linéaire
Dispositif interférométrique

Le montage interférométrique est représenté sur la figure 6.6. L’onde fondamentale,
qui provient du laser Ti:Sa, est focalisée sur un cristal de BBO (longueur de 1,5 mm,
accord de phase de type I, Casix) avec une lentille de focale 50 mm. La lame demi-onde
placée a I’entrée du dispositif permet de faire varier I'intensité de ’'onde harmonique, en
optimisant plus ou moins bien le doublage de fréquence. Le faisceau de GSH provenant
du cristal de BBO est alors collimaté grace a une lentille de focale 100 mm, avant d’étre
envoyé sur un cube séparateur non polarisant. Il est ainsi séparé en deux faisceaux
de polarisation et d’intensité identiques, que 'on appellera respectivement signal et

oscillateur local pour cette expérience. Apres plusieurs réflexions, les deux faisceaux

1. Cette grande longueur est imposée par ’expérience suivante, dans laquelle le faisceau passera
par le microscope.
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F1G. 6.1 — Interférométre de type MACH-ZEHNDER. \/2 : lame demi-onde infrarouge ;
f1, fa o lentilles convergentes de focales 50 et 100 mm ; BBO : cristal non-linéaire de
BBO générant l’'onde harmonique a partir du faisceau infrarouge ; CS : cube séparateur
non polarisant ; CM : coin de miroir monté sur platine de translation motorisée; PZT :
maroir monté sur une cale de translation piézo-électrique; ¥ : filtre KGH rejetant la
radiation infrarouge ; PD : photodiode ; CCD : barette CCD.
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sont recombinés a la sortie de I'interférometre avec un cube non polarisant, puis focalisés
sur la surface sensible d’une photodiode au silicium (BPX65, Fiber Optic Series). Le
signal délivré par la photodiode est amplifié avant d’étre visualisé a 'oscilloscope. Un
filtre placé a la sortie du cube permet d’éliminer les radiations infrarouges provenant
de I'onde fondamentale.

Sur le trajet de l'oscillateur local, on a disposé un coin de miroir sur une pla-
tine de translation motorisée (Physik Instrumente), afin de pouvoir ajuster finement
la différence de marche entre les deux bras et superposer temporellement les deux
impulsions lumineuses & la sortie de l'interférometre?. Le dernier miroir, placé juste
avant le cube de recombinaison des deux faisceaux, est monté sur un transducteur
piézo-électrique (tube de titanates-zirconates de plomb P4-68, Quartz et Silice) pour

introduire une modulation de phase entre le signal et 'oscillateur.

Principe de la modulation de phase

Ecrivons I’amplitude complexe des faisceaux harmoniques du signal et de I'oscilla-
teur local sous la forme:

e T = _ o = i4nd
gs =E.e 2iwt+iks. 7+ s et gol — Eole 2iwt+iko). T+ o1+ (61)

avec .

— w et A: pulsation et longueur d’onde de I'onde fondamentale, en négligeant les

effets liés a la durée des impulsions;

ks et ko : vecteurs d’onde associés au signal et a 'oscillateur local ;

— ¢s et ¢, : déphasage du signal et de l'oscillateur au niveau du cube de recombi-
naison ;
— ¢ : différence de marche introduite par le déplacement du miroir monté sur la cale
piézo-électrique dans le bras de I'oscillateur local.
La superposition des deux faisceaux a la sortie de l'interférometre permet de rendre
les vecteurs d’onde ES et lgol identiques. De plus, une fois que la longueur optique des
bras de 'oscillateur local et du signal a été égalisée en positionnant convenablement le
coin de miroir, les déphasages ¢g et ¢, sont alors identiques et le signal intégré sur la

réponse temporelle de la photodiode devient proportionnel a:
S = (&+ENE +E)
— — - - 4 6
= |E\ + |E.|? + 2 Es.Ey cos (%) ) (6.2)

2. On doit veiller a ce que la direction du faisceau lumineux arrivant sur le coin de miroir soit bien
parallele a l'axe de translation de la platine. Ce réglage est évidemment crucial afin d’éviter toute
modification de I'inclinaison du faisceau émergeant lors du déplacement de la platine de translation.
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On doit alors observer des franges d’interférences lorsque 1’on applique une tension
variable a la cale piézo-électrique. En particulier, si on applique une tension triangulaire

d’amplitude AU et de fréquence f, la différence de marche 6(t) s’écrit :
O(t) =E£2fALt =+2f kAUt (sur une demi-période), (6.3)

ou le coefficient k relie I'allongement AL de la céramique piézo-électrique a la tension
AU qui lui est appliquée. Ainsi, le signal S(t) varie sinusoidalement dans le temps a la

fréquence :

F= ﬁ f. (6.4)

D’apres I’équation (6.2), le contraste des franges d’interférence est donné par le rapport :

2F. Fy

‘ES|2 + ’E01‘2

Il est donc nécessaire que le signal et 1'oscillateur aient la méme polarisation et la méme

intensité pour optimiser ce contraste.

Superposition des deux faisceaux

On a vu dans le calcul précédent que la superposition de I'oscillateur et du signal
était une étape importante, avant de pouvoir observer les interférences. En effet, il est
nécessaire que les directions des deux faisceaux et leurs fronts d’onde soient parfaite-
ment confondus. Dans un premier temps, on effectue ce réglage par étapes successives,

en superposant les deux faisceaux:

— au niveau du cube séparateur qui recombine les deux faisceaux, en jouant sur le

réglage d'un miroir situé loin du cube;

— et a l'infini, en jouant sur le réglage d’un miroir proche du cube ainsi que sur

l'orientation du cube.

On affine ensuite les réglages, en disposant sur la deuxieme voie du cube de recombinai-
son, une barette CCD placée derriere une lentille convergente, a une distance variable.
Cette barette enregistre directement le profil des deux faisceaux; on peut donc en
déduire le waist et la divergence du signal et de 'oscillateur local. On peut alors jouer
sur la position de la lentille f; apres le cristal de BBO, pour faire coincider les deux
fronts d’onde en dimension et en rayon de courbure. La figure 6.2 montre les profils
transverses et longitudinaux du signal et de l'oscillateur local, mesurés au moment ou
I'on détectait des interférences avec la photodiode. Les deux faisceaux étaient alors

adaptés (mode matching).
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F1G. 6.2 — (a) Profils transverses des deuz faisceaux mesurés au niveau du col avec une
barette CCD. (b) Profils longitudinauz des deux faisceauz. Les points expérimentaux
ont été déterminés a partir des ajustements des profils transverses par une fonction
gaussienne. Les courbes continues ont été tracées par ajustement de la fonction w(z) =
WOW; caractéristique de ’évolution spatiale d’un faisceau gaussien.

Interférences entre le signal et ’oscillateur local

Une fois cette adaptation des fronts d’onde effectuée, on peut commencer a re-
chercher les franges d’interférences en appliquant une tension variable au tube piézo-
électrique et en déplacant lentement le coin de miroir®. Remarquons que la longueur
des deux bras de l'interférometre est de 'ordre 1,40 m. On ne risque donc pas de super-
poser des impulsions de GSH générées par deux impulsions successives du laser Ti:Sa.
En effet, le taux de répétition du laser est de 86 MHz et deux impulsions successives
sont séparées spatialement de 3,75 m.

La figure 6.3 représente 'oscillogramme obtenu lors de 1’égalisation des deux bras
de l'interférometre. On obtient ainsi un signal variant sinusoidalement dans le temps,
conformément a 'équation (6.2). Le contraste des franges d’interférences est de 'ordre
de 8 %, ce qui est relativement faible, compte tenu du fait que le signal et 'oscilla-
teur proviennent d'un méme faisceau incident. Les puissances de l'oscillateur et du
signal étaient quasiment identiques puisque qu’elles étaient de 1,25 et 1,15 W respec-
tivement, apres le filtre IR. Le faible contraste peut donc s’expliquer par les diverses
réflexions sur les deux voies, qui ont pu affecter 'homogénéité des fronts d’onde et la
polarisation des deux faisceaux. En effet, certains miroirs utilisés pour cette expérience
préliminaire étaient de qualité imparfaite et nous n’avons pas rajouté de polariseur a

la sortie de 'interférometre.

Lors de I'acquisition des données, on observe de légeres fluctuations temporelles qui

3. Nous avons déplacé le coin de miroir & la vitesse de 34 ym-s~! environ, lors de la recherche des
franges d’interférences.
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F1G. 6.3 — Oscillogramme représentant [’alimentation haute-tension du piézo-électrique

et le signal détecté par la photodiode.

se traduisent par un glissement des franges par rapport au signal triangulaire, qui est
I'image de la tension appliquée au piézo-électrique. Ces fluctuations proviennent notam-
ment des instabilités mécaniques introduites par le montage. Remarquons également
que pour la modulation de phase, nous avons appliqué un signal triangulaire de faible
fréquence (de l'ordre de 170 Hz), pour étre dans le régime de fonctionnement linéaire
de la cale piézo-électrique. Cette faible féquence de modulation rend le dispositif tres
sensible aux bruits de basse fréquence. Ce défaut pourra étre corrigé dans un mon-
tage de détection homodyne balancée, ou seuls les signaux oscillant a la fréquence de

modulation seront détectés.

6.1.2 Exploitation des données
Calibration de I’allongement du tube piézo-électrique

A partir de l'oscillogramme de la figure 6.3, on peut déduire le facteur k reliant ’al-
longement du piézo-électrique a la tension appliquée. En effet, d’apres I’équation (6.4),
le nombre de franges N observées pendant la montée (ou la descente) du signal trian-

gulaire est donné par:
F o 2kAU

:ﬁ_ A i

ou A est la longueur d’onde fondamentale (987 nm). La figure 6.4 représente le nombre

(6.6)

de franges en fonction de 'amplitude AU. On obtient bien une droite de pente égale a
4 x 1073 franges/V, soit un facteur &k = 2 nm/V.
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Fi1G. 6.4 — Graphique représentant le nombre de franges observé pendant une demi-
période du signal triangulaire appliqué a la cale piézo-électrique, en fonction de ’am-

plitude de ce signal.

Durée des impulsions lumineuses

Nous avons enregistré le signal délivré par la photodiode en fonction de la position
du coin de miroir, en 'absence de modulation de phase introduite par la vibration

du tube piézo-électrique (figure 6.5). On observe la encore des franges d’interférences,
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Fic. 6.5 — Oscillogramme donnant la tension détectée par la photodiode en fonction de
la différence de marche 6. L’enregistrement de la courbe a été effectuée avec une vitesse
de balayage de 5236 nm/s. Ce sont les franges d’interférences qui nous ont permis de
déterminer cette vitesse, et ainsi de calibrer les vitesses de déplacement de la platine

motorisée.

dont I'amplitude est modulée par le facteur de contraste, qui dépend de la superposi-
tion temporelle des impulsions. L’enveloppe de la courbe va ainsi nous permettre de
déterminer la largeur des impulsions lumineuses. Supposons que ces impulsions ont des

profils gaussiens de la forme:

P(z) = Ege ("2"), (6.7)
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ol zo donne la position de 'impulsion a l'instant ¢, A sa largeur spatiale et E; son

amplitude. L’enveloppe de la courbe va alors étre décrite par le produit de convolution :

+00 , ,
C(z,A) = Eg/ T e ay (6.8)

—00

L’ajustement de cette enveloppe nous donne A = 14 pym. On en déduit la largeur a
mi-hauteur d’une impulsion donnée par Az = 24vIn2. Cette largeur & mi-hauteur
est ainsi égale a 24 um, ce qui correspond a une largeur temporelle de 80 fs. Cette
valeur n’est cependant qu’'un ordre de grandeur, car sa détermination a négligé toute
structure spectrale dans I'impulsion, en particulier ’existence d’un éventuel glissement

de fréquence le long de I'impulsion (chirp).

6.2 Montage interférentiel incluant le microscope

non-linéaire

6.2.1 Montage expérimental

Le montage interférométrique incluant le microscope non-linéaire a deux photons est
représenté sur la figure 6.6. L’onde harmonique générée par le cristal de BBO précédent
constitue toujours l'oscillateur local. Le signal correspond quant a lui, a la GSH émise
par un cristal de DAST et collectée a travers I'objectif de microscope. Nous avons choisi
ce cristal, car il est non seulement tres efficace vis a vis de la génération du second
harmonique (cf. chapitre 3), mais aussi trés robuste vis-a-vis du photoblanchiment. I
résiste notamment a des puissances incidentes élevées de I'ordre de 100 mW, qu’il est
commode d’appliquer pour obtenir des signaux visibles a l'ceil et rendre les réglages
plus aisés. C’est pourquoi on utilise une lame de verre? & la place d’une lame séparatrice
pour diviser le faisceau infrarouge incident, de fagon a injecter le maximum de puissance
dans le microscope. On place également un filtre permettant d’éliminer la fluorescence
a deux photons émise par le cristal, apres I'objectif de microscope. Enfin, un polariseur
disposé juste apres le cube de recombinaison des deux faisceaux, permet d’augmenter
le contraste des franges d’interférences: une fois 'orientation du polariseur fixée, on
égalise la puissance de l'oscillateur et du signal en jouant sur l'orientation de la lame

demi-onde située avant le cristal de BBO.

4. Le facteur de transmission T" vaut 96 %, tandis que le facteur de réflexion R n’est que de 4 %.
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F1G. 6.6 — Montage incluant le microscope. BKT : lame de verre; P : polariseur; \/2 :
lame demi-onde; DM : miroir dichroique; obj: objectif de microscope; Filtre GSH :
filtre sélectionnant l’onde harmonique émise par le cristal non-linéaire de DAST (si-
gnal) ; f1, fs : lentilles convergentes de focales 50 et 100 mm ; BBO : cristal non-linéaire
de BBO générant 'onde harmonique (oscillateur local); C : cube séparateur non pola-
risant; CM : coin de miroir monté sur platine de translation motorisée; PZT : miroir

monté sur une cale de translation piézo-électrique; F : filtre RGH rejetant la radiation
IR ; PD : photodiode.
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F1G. 6.7 — Photographies du montage interférentiel incluant le microscope.
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6.2.2 Obtention des franges d’interférences avec le cristal de
DAST

En procédant aux mémes réglages que précédemment, c’est-a-dire en superposant
les deux faisceaux, en veillant a I’égalisation de la courbure des fronts d’onde et des che-
mins optiques, on obtient des franges d’interférences avec un contraste de 25 % environ,

lorsque 1'on applique une modulation de phase (figure 6.8). Ce qui est remarquable,
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F1G. 6.8 — Oscillogramme représentant l’alimentation haute-tension du piézo-électrique

et le signal détecté par la photodiode.

c’est que 'on obtient des interférences entre deux faisceaux harmoniques issus de deux
cristaux non-linéaires distincts — preuve que la GSH est un rayonnement cohérent — et
qui ont traversé des milieux tres différents. En particulier, le passage a travers I'objectif
de microscope de grande ouverture numérique n’a pas trop altéré le front d’onde du
signal. Le contraste des franges dépend aussi fortement de la focalisation du faisceau
infrarouge sur le cristal de DAST, car elle modifie fortement la divergence du faisceau
de sortie.

On observe la encore de tres fortes fluctuations, introduites par des instabilités
mécaniques sur le bras du signal. Il est ainsi impossible de mesurer des déphasages.
Il faudrait pour cela enregistrer simultanément la figure d’interférences associée aux

deux ondes fondamentales [117, 119]. Malheureusement, les faisceaux infrarouges ne
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sont pas superposés a la sortie de I'interférometre et il serait nécessaire de compléter
le dispositif par un cube et des miroirs supplémentaires.

De la méme fagon que dans le paragraphe 6.1.2, nous avons enregistré les variations
de I'amplitude du signal en translatant lentement le coin de miroir. Du fait des insta-
bilités mécaniques plus importantes que dans le montage précédent, on n’observe plus

aussi distinctement les franges qui défilent (figure 6.9). L’analyse de ’enveloppe permet
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F1a. 6.9 — Oscillogramme donnant la tension détectée par la photodiode en fonction de

la différence de marche §.

néanmoins d’évaluer la largeur des impulsions de GSH, apres traversée de 1'objectif. Si
on note A’ la largeur spatiale de ces impulsions, I’enveloppe de la courbe est décrite

par le produit de convolution :

+oo ’ /
C(z,AA") = Eg/ e T e () d, (6.9)

—00

ou A = 14 pm correspond a la largeur spatiale des impulsions provenant du BBO.
L’ajustement de cette fonction conduit & A’ = 58 pm, soit une largeur a mi-hauteur de
96 pm (320 fs). Cette mesure permet ainsi de mettre en évidence la dispersion introduite
par 'objectif de microscope, au niveau des impulsions infrarouges lors de I’excitation
puis au niveau des impulsions de GSH lors de la collection. Cette dispersion parait
importante par rapport aux données publiées concernant des objectifs similaires [120].
Notons qu’elle pourrait étre réduite en introduisant avant ’objectif un systeme optique
de compensation du glissement de fréquence au moyen de prismes de maniere a opti-
miser la durée de 'impulsion infrarouge apres 1'objectif de microscope. Cette mesure
pourrait par exemple étre effectuée par autocorrélation, en utilisant le photocourant
induit & deux photons dans une photodiode [121].
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6.2.3 Application a ’analyse en polarisation de la GSH

Les figures 6.10 et 6.11 montrent qu’il est possible, a partir du signal d’interférence,
de reproduire les diagrammes polaires des signaux de GSH obtenus avec la technique
d’analyse en polarisation décrite précédemment (cf. chapitre 3). Il suffit pour cela
d’enregistrer le signal délivré par la photodiode, lorsque la direction de la polarisation
incidente a l’entrée du microscope tourne dans son plan, le polariseur placé apres le
cube de recombinaison étant orienté parallelement a I’axe X ou Y. On peut en effet
représenter sous la forme d'un diagramme polaire, ’amplitude du terme d’interférences
qui est proportionnelle au produit scalaire Es.Eol, et par conséquent proportionnelle a
I’amplitude du signal de GSH émis par le cristal de DAST.

Remarquons que dans le cas ou l'intensité de la GSH provenant du microscope est
tres faible, on peut toujours augmenter 'intensité de I'oscillateur local et travailler dans
une configuration de détection balancée entre les deux voies de l'interférometre pour
conserver un contraste constant des franges d’interférences. On voit ainsi tout l'intéréet
de la détection en phase de la GSH, puisqu’il permet de détecter et de procéder a
I’analyse en polarisation de signaux de GSH tres faibles. C’est le principe de la détection

homodyne balancée, qui est développée dans le prochain paragraphe.
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Fic. 6.10 — Le cristal de DAST est orienté a 45° des azes X et Y. (a) et (b):
Signal délivré par la photodiode, lorsque ['angle ® donnant [’orientation de la po-
larisation incidente, a lentrée du microscope, varie de 0 a 360°. Le polariseur est
orienté parallélement a l'axe X (a) et a l'axe Y (b). Les courbes en blanc, obtenues
en effectuant une moyenne, correspondent a ]E:|2 + |Eoz\2- (c) et (d): Amplitude du
terme d’interférences proportionnelle a Es.ﬁol et mesurée avec le polariseur paralléle a
laze X (c) etY (d). Elle est représentée en fonction de l’angle ®. Les courbes blanches
représentent les réponses en polarisation correspondantes mesurées en appliquant la

technique d’analyse en polarisation (cf. figure 4.33).
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F1G. 6.11 — Le cristal de DAST est orienté parallélement auz axes X etY. (a) et (b):
Signal délivré par la photodiode, lorsque l’angle ® donnant [’orientation de la po-
larisation incidente, a [’entrée du microscope, varie de 0 a 360°. Le polariseur est
orienté parallelement a 'axe X (a) et a Uaxe Y (b). Les courbes en blanc, obtenues
en effectuant une moyenne, correspondent & |E |2 + |E 2. (¢) et (d): Amplitude du
terme d’interférences proportionnelle a E,.E, et mesurée avec le polariseur paralléle a
Vaze X (c) etY (d). Elle est représentée en fonction de l’angle ®. Les courbes blanches
représentent les réponses en polarisation correspondantes mesurées en appliquant la
technique d’analyse en polarisation (cf. figure 4.533).
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6.3 Perspectives: vers une détection homodyne ba-
lancée de la GSH

Le principe de la détection homodyne balancée est d’enregistrer sur les deux voies
complémentaires les interférences entre le signal et 'oscillateur local, lorsque 1'on in-
troduit une modulation de phase ¢(t) entre les deux faisceaux lumineux. En effet, le
terme d’interférences étant proportionnel a ES.Eol, un faible signal peut étre détecté
grace a un oscillateur local tres intense, le rapport signal a bruit de la mesure étant

fixé par 'amplitude de l'oscillateur local et non plus par celle du signal a détecter [122].

Pour ce faire, on enregistre simultanément les intensités I des faisceaux émergeant
du cube de recombinaison et on effectue la différence 61 = I, — I_ avec un dispositif
électronique (figure 6.12). En effet, I'intensité détectée par les photodiodes placée sur

les deux voies de sortie du cube s’écrit :
I =&+ &) = |E)? + |Eo|* + 2 Es.Ey cos(9), (6.10)
de sorte que le signal 61 enregistré est tel que:

61 = A Ey.Ey cos(¢). (6.11)
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F1ac. 6.12 — Principe de la détection homodyne.
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Conclusion

Ce travail de these a consisté a mettre en place une expérience de microscopie non-
linéaire a deux photons controlée en polarisation, a la fois au niveau de ’excitation
et au niveau du chemin de détection. Nous avons développé des modeles associés a
cette expérience permettant de calculer les intensités de fluorescence a deux photons et
de génération du second harmonique émises par des assemblages moléculaires variés,
caractérisés par des ordres statistiques ou cristallins. Ces modeles prennent également
en compte les spécificités du montage de microscopie non-linéaire a deux photons tels
que l'influence du miroir dichroique sur la polarisation incidente et 1'effet de I'ouverture

numérique de 'objectif sur la polarisation des signaux émis.

Nous avons tout d’abord considéré un échantillon “modele” contenant des molécules
fluorescentes orientées aléatoirement dans une matrice polymere. Cette premiere étude
a permis de mettre en évidence 'existence d'un transfert d’énergie intermoléculaire
a lorigine de la dépolarisation des signaux de fluorescence dans le cas ou la densité

moléculaire est importante.

Un cas d’assemblée moléculaire non-centrosymétrique a été réalisé par orientation sous
champ électrique de molécules fluorescentes et non-linéaires diluées dans une matrice
polymere. Nous avons en particulier montré que dans le cas d’une distribution orienta-
tionnelle large de type Boltzmann, les signaux de GSH étaient beaucoup plus sensibles
a 'orientation des molécules que ceux de FDP. En effet, la fluorescence a deux photons
est sensible aux symétries d’ordre pair tandis que la génération du second harmonique
est sensible aux symétries d’ordre impair. Ainsi, les signaux de GSH apparaissent sur
un “fond noir”, car ils sont spécifiques des molécules ayant été orientées par le champ
électrique. L’analyse simultanée des deux rayonnements est donc bien adaptée a la

caractérisation des arrangements moléculaires.

Apres avoir obtenu une modélisation satisfaisante de la réponse optique des molécules
en milieu polymere, nous avons poursuivi avec 1’étude de cristaux non-linéaires de
structure connue. L’analyse en polarisation a permis de retrouver leurs propriétés de
symétrie ainsi que l'orientation des molécules a l'intérieur des cristaux. Le calcul des

intensités de FDP et de GSH fait en effet intervenir les tenseurs a, § et ~ relatifs a
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la maille cristalline dont l'orientation est donnée par les angles d’Euler (0,¢,1). Ces
études menées a une échelle sub-microscopique, mais sur des ensembles moléculaires
de plus grande échelle, sont une premiere démonstration d’une technique d’analyse
capable de révéler des informations sur des structures complexes; on peut en effet
dire si 'arrangement moléculaire est de nature statistique, cristalline, ordonnée ou

totalement désordonnée.

Ces études, qui se sont concentrées sur des systemes “modeles”, constituent une étape
importante pour la compréhension d’arrangements moléculaires plus complexes. Nous
nous sommes en particulier intéressés a des nano-objets, puisque la résolution in-
trinseque du montage de microscopie non-linéaire nous le permettait. Nous avons ainsi
mis en évidence la nature cristalline d’agrégats moléculaires isolés et interprété les
réponses en polarisation de nanospheres de latex. Remarquons que les informations
obtenues ici, au niveau d’un nano-objet individuel, étaient inaccessibles par des me-

sures d’ensemble.

Pour améliorer la sensibilité de nos mesures et fournir des renseignements supplémen-
taires sur la phase des signaux de second harmonique émis, nous avons complété notre
dispositif de fagon a détecter la GSH par interférométrie homodyne. La mise en place
de cette détection cohérente a été plus délicate car nous travaillions en régime femto-
seconde, avec des trajets optiques de l'ordre du metre et traversant des milieux tres
différents. L’obtention des franges d’interférences nous ouvre désormais la perspective
de quantifier le degré de cohérence des signaux de GSH, et au moyen d’une détection
homodyne balancée, d’étudier des objets non-linéaires encore plus petits contenant un

nombre limité d’émetteurs.

A partir de ces résultats, il est tout-a-fait envisageable d’appliquer la technique
d’analyse en polarisation a des milieux complexes tels que des milieux biologiques ou
des nanostructures actives pour 'optique non-linéaire. Dans le contexte de la biologie,
elle viendrait compléter les techniques d’imagerie par microscopie non-linéaire, qui ne
renseignent que sur la position des chromophores et non sur leur orientation dans leur
milieu. On s’intéresse en effet de plus en plus a I'orientation des molécules dans les tissus
biologiques. Récemment, la structure macromoléculaire de la cellulose a été étudiée par
des mesures en polarisation [123]. Un modele théorique a également été développé afin
d’étudier I'orientation de sondes fluorescentes dans des fibres musculaires a partir de

leur rayonnement de fluorescence [124].

Les études menées sur les nanocristaux organiques ouvrent également la voie a un nou-
veau type de sonde. Contrairement aux nanocristaux inorganiques fluorescents ou aux

nanoparticules métalliques déja utilisés pour la localisation dans des environnements
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biologiques [31, 32], les nano-objets non-linéaires peuvent par leur rayonnement rensei-
gner a la fois sur leur position et leur orientation. De plus, leur efficacité non-linéaire
peut étre mise a profit pour constituer des sondes de champ local par effet électro-
optique. En l'occurence, des nanocristaux monocristallins sensibles a la présence de
champs électriques commencent déja a voir le jour [20]. Ces particules pourraient étre
utilisées en tant que marqueurs pour I’étude de la diffusion orientationnelle a I’approche
de champs électriques par exemple.

Cette technique est également prometteuse pour l’analyse du rayonnement de se-
cond harmonique émis par des nanostructures asymétriques. Des premiers travaux ont
montré la possibilité de détecter la GSH en champ proche [125] et également dans la
configuration du montage de microscopie non-linéaire décrite dans cette these [126].
Il est en effet possible de générer localement un signal de GSH par une exaltation du
champ local, créée soit au moyen d’'un effet de pointe métallique [127] ou dans une
structure métallique au seuil de percolation [128].

Ainsi, I’étude de 'optique non-linéaire aux échelles nanométriques utilisant des concepts
et des matériaux déja existants, nous ouvre une nouvelle voie d’exploration dans des

domaines tres divers tels que la physique ou la biologie.
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Annexe A

Résolution spatiale du microscope a

deux photons

A.1 Le volume d’excitation

Le volume d’excitation multiphotonique permet de donner un ordre de grandeur
de la résolution spatiale. Dans le cas d’un microscope a deux photons et a la limite
de diffraction, ce volume d’excitation dépend de la longueur d’onde A, de I'ouverture

numérique de l'objectif ON et de 'indice de réfraction n du milieu selon [129] :

33n N3

V= w3 ON4’

(A.1)

Cette expression a été déterminée en utilisant un modele de propagation d’onde plane.
Elle donne donc un ordre de grandeur seulement, puisque le caractere gaussien de
I’enveloppe intervient dans le cas d’une forte focalisation avec un objectif de grande
ouverture numérique. Dans le cas de notre montage, avec A\ = 987 nm, ON = 1,4 et
n = 1,5, on a V5 = 0,4 um®. Un tel volume d’excitation est obtenu en pratique en
travaillant a la limite de diffraction, c’est-a-dire en utilisant un faisceau suffisamment
large pour qu’il éclaire totalement et uniformément la pupille d’entrée de 1'objectif de

microscope.

A.2 Détermination expérimentale du volume d’ex-

citation

Pour déterminer expérimentalement si 'ordre de grandeur de ce volume d’excitation

est bien correct, nous allons supposer que 'excitation des molécules situées au point
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de coordonnées (z,y,z) par rapport au point de focalisation de coordonnées (0,0,0) est

I2+ 2 ZQ

exc exc

proportionnelle a:

le plan (X,Y) étant transverse au faisceau laser et 'axe Z parallele a 'axe optique.
Ainsi, le volume d’excitation sera approximativement égal & Vo = mR2 Z.,., les pa-

rametres Reye et Zoywe donnant respectivement ’ordre de grandeur des résolutions latérale

et axiale.

Nous avons mesuré les dimensions du volume d’excitation dans le cas de la fluo-
rescence a deux photons, avec un échantillon comportant des spheres fluorescentes
(Nile Red-Fluorospheres, Molecular Probes) diluées dans une solution aqueuse et dé-
posées par centrifugation sur une lamelle de microscope. Apres dépot, les spheres se
fixent sur la surface de verre. Ces spheres en latex, comportant un grand nombre de
molécules fluorescentes, ont un diametre calibré de 100 nm. Deux cartographies d’un

échantillon contenant de telles spheres sont présentées sur la figure A.1. A partir de
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Fic. A.1 — Cartographie de la fluorescence a deux photons €émise par une spheére
fluorescente de diamétre calibré égal a 100 nm. Chaque pixel correspond a un temps
d’intégration de 20 ms. (a) Les mesures ont été réalisées avec un systéme afocal com-
portant deuz lentilles de focales fi = 25,4 mm et fo = 120,56 mm, de facon a élargir le
faisceau laser incident et éclairer totalement et le plus uniformément possible l’objectif

de microscope. (b) Les mesures ont été faites sans le systeme afocal.

ces cartographies, on peut tracer le profil horizontal (suivant 'axe X)) et vertical (sui-
vant I'axe Y') du signal de fluorescence émis par une sphere fluorescente. Les courbes
obtenues, représentées sur les figures A.2 et A.3, donnent ainsi les variations du si-
gnal de fluorescence lorsque I’échantillon se déplace verticalement et horizontalement,
le point de focalisation du faisceau laser restant quant a lui immobile. Ces courbes

correspondent donc au produit de convolution de la fonction (A.2) rendant compte du
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profil transverse du faisceau laser, par une fonction “porte” de largeur d = 100 nm

modélisant la sphere. Ce produit de convolution dans la direction x s’écrit :

(@) o / e |- ( R)i ﬂ dx. (A.3)

En introduisant la fonction Erf(x) définie par:

Erf(z) = % /Oz exp (—t%) dt, (A.4)

I'expression (A.3) se met sous la forme:

f(z) o< Exf (%) — Erf (IR_ :c(]) , (A.5)

exc

ou xg correspond a la position centrale du pic.
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Fic. A.2 — Signal de fluorescence a deux photons émis par une sphére fluorescente de
Nile Red dans un échantillon qui se déplace suivant l'axe X (a) et UaxeY (b), le faisceau
laser restant immobile. Les points expérimentaux sont déduits de la cartographie A.la,
effectuée en présence du systéme de grandissement afocal. Les ajustements théoriques,
tracés en ligne continue, ont été réalisés avec 'équation (A.5) et on obtient R, =
280 nm suivant l'aze X (a) et Repe = 320 nm suivant laze Y (b).

L’ajustement des courbes de la figure A.2 permet de déterminer le parametre Rey.
Les valeurs obtenues sont de 280 nm et 320 nm pour les profils vertical et horizontal
respectivement. Ces valeurs numériques nous donnent ainsi un ordre de grandeur de
la résolution latérale. Elles ont été obtenues en disposant a l’entrée du microscope,
un systeme de grandissement afocal constitué de deux lentilles convergentes, de telle
sorte que le faisceau laser recouvre intégralement la pupille d’entrée de 1'objectif. On
travaille ainsi a la limite de diffraction. En I’absence de ce systeme, seule la partie
centrale de I'objectif est éclairée et on obtient des valeurs de R.y. bien supérieures, de
I'ordre de 600 nm, comme le montre la figure A.3. Le niveau de bruit plus important

de la figure A.2 est du a une intensité incidente plus faible.
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Fic. A.3 — Signal de fluorescence a deuzx photons émise par une sphére fluorescente de
Nile Red dans un échantillon qui se déplace suivant l'axe X (a) et l'axeY (b), le faisceau
laser restant immobile. Les points expérimentauz sont déduits de la cartographie A.1b,
effectuée sans le systéme de grandissement afocal. Les ajustements théoriques, en ligne
continue, ont été réalisés avec l’équation (A.5). On obtient ainsi 'ordre de grandeur
de la résolution Rey. = 550 nm suivant l'axze X (a) et Reye = 610 nm suivant aze
Y (b). La remontée du signal visible sur la figure (a) est due a la présence d’une sphére

V01SINe.

On détermine de la méme fagon la résolution axiale. Le signal de fluorescence émis
par une sphere centrée sur le faisceau laser est enregistré pour différents points de fo-
calisation, en déplagant 1’échantillon suivant I’axe Z. Les points expérimentaux corres-
pondants sont présentés sur la figure A.4. On procede alors a I'ajustement du parametre

Zexe avec ’équation :

g(z) = Exf (%) — Exf (ZZ_ZO) . (A.6)

exc

Cette ajustement conduit a une résolution axiale de 860 nm lorsque 'objectif est to-
talement éclairé. Par contre, en ’absence du systeme afocal, la résolution axiale est

seulement de l'ordre de 1.8 pm.
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Fic. A.4 — Signal de fluorescence a deux photons émis par une sphére lorsque l'on fait
varier le point de focalisation suivant Z. (a) Avec le systéme de grandissement afocal

a lentrée du microscope Zqy. = 860 nm. (b) Sans ce systéme Zop. = 1,780 pm.
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Les valeurs numériques obtenues pour R, et Ze. a la limite de diffraction, c’est-a-
dire en présence du systéme afocal, donnent un volume d’excitation Vo = 0,24 um?, ce

qui est du méme ordre de grandeur que I'estimation théorique effectuée précédemment.

A.3 Comparaison avec la microscopie confocale

En microscopie a un photon, le critere de RAYLEIGH permet de donner un ordre de
grandeur de la résolution spatiale, a la limite de la diffraction. Les résolutions latérale
Tamy €t axiale z.;,, dépendent ainsi de la longueur d’onde et de 'ouverture numeérique
de l'objectif selon [53]:

A _ 2An

Tam = 00155 et Zun = G5

(A7)

Avec une longueur d’onde de 500 nm, on a r,,, = 220 nm et z,, = 770 nm. Les
résolutions latérale et axiale sont donc du méme ordre de grandeur que celles déterminées
précédemment dans le cas de notre microscope a deux photons. Il est cependant
nécessaire de rajouter, dans le montage de microscopie linéaire, un trou de confo-
calité supplémentaire de fagon a obtenir un bon rapport signal a bruit dans les signaux
détectés. En pratique, ce diaphragme doit avoir un diametre d’autant plus petit, qu’on
cherche a atteindre une résolution élevée. En effet, les molécules situées le long du
trajet du faisceau laser excitateur peuvent émettre de la lumiere parasite et la matrice
peut diffuser la lumiere d’excitation. Ce probléeme ne se pose pas en microscopie non-
linéaire puisque seules les molécules contenues dans le volume d’excitation — qui prend
en compte la dépendance au carré de 'intensité incidente — peuvent émettre des signaux
lumineux suffisamment intenses. En outre, malgré la présence du trou de confocalité,
la microscopie linéaire est tres sensible aux impuretés, contrairement a la microscopie
non-linéaire. Celle-ci fait en effet intervenir des sections efficaces d’excitation a deux

photons qui sont extréemement faibles dans le cas des impuretés.
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Annexe B

Détermination de ’ellipticité ¢ et
du dichroisme 0 par mesures

ellipsométriques

L’ellipsométrie est une technique d’analyse de surface fondée sur la mesure du chan-
gement de I’état de polarisation de la lumiere apres réflexion sur une surface plane [130].
Cette technique a permis de déterminer, indépendamment du montage de microscopie,
Pellipticité € et le dichroisme ¢ introduits par le miroir dichroique et qui affectent la
polarisation du faisceau infrarouge incident (cf. § 2.3.4, page 38). La mesure consiste a
déterminer le rapport des coefficients de réflexion r, et 7, associés aux polarisations p
et s, sous un angle d’incidence de 45°. Avec les notations du chapitre 2, ce rapport se
met sous la forme:

Ty Tx 1

7“5 ry = 1_ 5 eXp(_jE) (Bl)

Les mesures présentées sur la figure B.1, ont été effectuées par C. ANCEAU au LrQM [126].
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Fi1Gc. B.1 - Mesures ellipsométriques avec le miroir dichroique utilisé dans le microscope
a deux photons, sous un angle d’incidence de 45°. (a) Rapport |r,/rs| et dichroisme §

en fonction de la longueur d’onde. (b) Ellipticité ¢ en fonction de la longueur d’onde.
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On en déduit les valeurs de § et € aux longueurs d’onde utilisées lors des mesures en

polarisation :

A (nm) Ellipticité € (rad) Dichroisme o
987 1,4 0,014
1028 1,07 -0,013

Ces valeurs sont tout-a-fait compatibles avec celles obtenues par ajustement de la

réponse en polarisation d’un échantillon de DCM :

A (nm) Ellipticité € (rad) Dichroisme §
987 1,14 0,02
1028 1,5 -0,02

On notera en particulier que les valeurs obtenues pour ¢ sont tres proches. En ce qui
concerne lellipticité €, la figure B.1b montre qu’autour de A = 987 nm et A = 1028 nm,
€ varie énormément avec la longueur d’onde, ce qui explique I’écart entre les différentes
valeurs. Notons d’ailleurs que la longueur d’onde du laser Ti:Sa n’est pas réglée tres
précisément et que les impulsions femtosecondes sont associées a une largeur spectrale

que nous pouvons estimer a 20 nm.



Annexe C

Prise en compte de ’objectif de

microscope

C.1 Fonctions permettant le calcul des coefficients
Kl, K2 et Kg

fx(uw) = (cosucos®v + sin®v)(cos? u + sin® usin? v)

—cos? vsin® v(cosu — 1) sin® u + cos usin® u cos® v
fr(uw) = —sin®usinwvcosv(cosucos® v + sin® v)

4 cos vsinv(cosu — 1)(cos? u + sin® u cos? v) + cos v sin? u sin v cos u
fz(u,w) = —sinucosucosv(sin®v + cosu cos? v)

— sinu cos u cos vsin® v(cosu — 1) — cosvsin® u
gx(u,w) = cosvsinv(cosu — 1)(cos® u + sin? usin® v)

—(cos® v + sin® v cos u) sin® u sin b cos b + sin® u sin v cos v cos u
gy(u,w) = —cosvsinv(cosu — 1)sin®usin v cosv

2 2 2

+(cos® v + sin® v cos u) (sin? u cos® v + cos? u) + sin® u sin® v cos u

gz(uw) = —cos?vsinv(cosu — 1)sinwucosu

—(cos® v + sin® v cos u) sin u cos u sin v — sin v sin® u



174 Prise en compte de |'objectif de microscope

C.2 Expression complete des intensités de GSH dé-

tectées

Pour calculer le champ rayonné par GSH, il suffit de remplacer dans I’expression
du champ lointain (2.9), le moment dipolaire i par la polarisation induite du second

ordre P® | ce qui conduit a:

gGSH(rayonné) (u’v) o ];/\ (P’(Z) A ]g) (Cl)
avec : @ @ )
Xxxx XXS)’Y Xxxvy
P(2) = X§’2))(X E)Z( + X§/2))fy E§2f +2 X§’2))(Y EXEY (02)
(2) (2) (2)
Xzxx Xzvyy Xzxvy

ott Y représente le tenseur susceptibilité d’ordre 2. En développant cette expression,

le champ rayonné £ GSH(rayonné) g0 met sous la forme :
AXXX AXYY Axxy E}z(
£ GSHEayomné) (o) — | AL o Avyy Ay E?2 (C.3)

AZXX AZYY AZXY EXEY

ou les coefficients A;,, dépendent uniquement des angles (u,v) donnant la direction du

vecteur d’onde k, caractéristique de la direction d’émission :

Axxx(u,w) = [sin®usin? v + cos® u] XE?))(X — Sin2usinUCOSUX§/2))(X — cOSUSIN U Cosv Y
Axyy(u,w) = [sin2 usin? v + cos? ul X%)VY —sin? usinv cos v X@Y — COSs U Sin u cos v X(ZQQY
Axxy(u,w) = 2 [sin2 usin? v + cos? ul XE?Q(Y — 2 sin?usinv cos v X(YQ))(Y — 2 cosusinucos vy
Ayxx(uw) = —sinucosvsinv XE?LX + [sin? u cos® v + cos? u] X&)(x — cosusinusinv y
Ayyy(uw) = —sinucosvsinv ngyy + [sin? u cos® v + cos® u] XE’ZE)’Y — cosusinusinv y
Ayxy(u,w) = —2sin*ucosvsinwv XE?))(Y + 2 [sin® u cos® v + cos? u] X(f}(y — 2 cosusinusinv y
Azxx(uw) = —cosusinucosvxg))(x —cosusinusinvxg))(x —i—sinzux(;))(x

Agyy(u,w) = —cosusinucosv Xﬁfly — cosusinusin v XE’QS)/Y +sinu X(ZZY)Y

Azxy(uw) = =2 cosusinucosvxg?))(y -2 cosusinusinvxg))(y + 2 sinQUX(ZQ))(Y

Si on prend en compte 'objectif de microscope qui va affecter la polarisation de la

radiation émise (cf Eq. (2.14)), on peut écrire :

gGSH (u,’u) _ [R] (c/_"GSH (rayonné)’ (C4)
soit :
Bxxx Bxyy Bxxy E)Q(
& GSH(uaU) = Byxx Byyy Byxy E?, (05)

BZXX BZYY BZXY EXEY
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ou la matrice [B], qui ne dépend que des angles (u,v), est le produit de la matrice [R]
par la matrice [A] précédente :

[B] = [R][A]. (C.6)

Cependant, la GSH est émise de fagon cohérente, contrairement a la fluorescence. Il est

donc nécessaire d’'intégrer 'amplitude du champ rayonné sur les angles (u,v) avant de

calculer I'intensité transmise par I'objectif. Ainsi, le champ total collecté égSH s’écrit :

bxxx bxyy bxxy Ei’
gtoGtSH: byxx byyy byxy Eg (07)
zxx  bzyy bzxy ExEy
avec
2 Gobj
by :/ / By x(u,0) sinudu do. (C.8)
0 0

GSH

SSH |2 Tes expressions de Zx et 7y,

Comme l'intensité détectée est proportionnelle a |gt

s’écrivent finalement :

IFSH = b?xx E_;l( + b?YY E_é + (2 bixx bryy + b?xy) E)Q(EX%
+ 2bixx bixy E?(EY + 2bryy bixy EXE;?)/ (CQ)

avec I = X ouY.
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Annexe D

Expression des fonctions cos(z,I)

Fi1G. D.1. Définition des angles (8,0,4) qui fixent lorientation du cristal par rapport

au repére macroscopique (X,Y,7Z)

Nous allons dans cette annexe exprimer la projection des axes (1,2,3) définissant
le repeére associé a la maille cristalline sur les axes du repere macroscopique (X,Y,7).

I1 suffit pour cela, d’exprimer les coordonnées des vecteurs 1, iy et uz dans le repére
(X.Y.2):

ﬁl(eaﬁba@/}) - M(x,y,z>~<x,Y,Z>M(1,2,3>~<w,y,z) 0
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0
ﬁ2(97¢7¢) = M(E,y,z)H(X,Y,Z)M(l,Z,S)—»(:L’,y,z) 1
0
0
63(97¢71/}) = M(z,y,z)H(X,Y,Z)M(1,2,3)~>(z,y,z) 0
1

Dans ces expressions, M, , ., .(xv.z) €6 M3 .1, représentent respectivement les
matrices de passage du repere (z,y,z) vers le repére macroscopique (X,Y,7) et du
repere cristallin orthonormé (1,2,3) vers le repere (z,y,z). Ces matrices s’écrivent :

cosflcos¢p —sing sinfcos o
My oxvz = | cosfsing cos¢g sinfsing

—sinf 0 cos b

et:

cos®y —siny 0
Mo @y = | siny  cosy 0
0 0 1

On en déduit donc les différentes expressions de cos(i,/) :

cos(1,X) = costcosfcosp — sini sin ¢
cos(1,Y) = cosvcosfsin ¢ + sin) cos ¢

cos(1,Z7) = —cosysind
cos(2,X) = —siney cosfcosp — cossin @
cos(2,Y) = —siney cosfsin¢ + cos ) cos ¢

cos(2,7Z) = sinysind

cos(3,X) = sinfcos¢
cos(3,Y) = sinfsing

cos(3,72) cos



Annexe E

Expressions des composantes des

tenseurs o, J et v dans le repere

macroscopique

E.1 Cristal de POM

;
/BXXX
BYYY
BXYY

HXXY

= 6123 cos(1,X) cos(2,X) cos(3,X)

= 6123 cos(1,Y) cos(2,Y) cos(3,Y)

= Byxy = Byvyx

= 223 [cos(1,X) cos(2,Y) cos(3,Y) +cos(2,X)cos(1,Y)cos(3,Y)

+ cos(3,X) cos(1,Y) cos(2,Y)]

= OBxyx = Byxx
= 2 [93[cos(1,X) cos(2,X) cos(3,Y) +cos(1,X)cos(3,X) cos(2,Y)

E.2 Cristal de TTB

Tenseur «

(E.1)
Qxx a1y [cos(1,X)? + cos(2,X)?]
Qyy = ag [cos(1,Y)? + cos(2,Y)?] (E.2)
az, = aifcos(1,2)? + cos(2,2)?
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Tenseur [

[ Bixx = B [cos(1,X)? — 3 cos(1,X) cos(2,X)?]
Byyy = B lcos(1,Y)? — 3 cos(1,Y) cos(2,Y)?)]
ﬁXYY = BYYX = BYXY
B [cos(1,X) cos(1,Y)? — cos(1,X) cos(2,Y)?
—2 c0s(2,X) cos(2,Y) cos(1,Y)]
Bxxy = DOxvx = Prxx
= 111 [cos(1,X)2 cos(1,Y) — cos(2,X)%cos(1,Y)
—2 c0s(2,X) cos(1,X) cos(2,Y)]

Tenseur -y

Yxxxx = i [cos(1,X)* + cos(2,X)* + 2 cos(1,X)? cos(2,X)?]
Yvvyy = i1 [cos(1,Y)? 4+ cos(2,Y)? + 2 cos(1,Y)% cos(2,Y)?]
Txxvy = Tvvxx = Vxvxy = Uxvvx = VYvxvx = Vvxxy
= 1111 [cos(1,X)? cos(1,Y)? + cos(2,X)? cos(2,Y)?
+4/3 cos(1,X) cos(2,X) cos(1,Y) cos(2,Y)
+1/3cos(1,X)?cos(2,Y)? + 1/3 cos(2,X)? cos(1,Y)?]

VYxxxy — Txxvyx = Vxvxx — Vrxxx
= 111 [cos(1,X)3 cos(1,Y) 4 cos(2,X)? cos(2,Y)
+ c0s(2,X)? cos(1,X) cos(1,Y) + cos(1,X)? cos(2,X) cos(2,Y)]
Yxvyyy = Tvxyy = Vrvyxy = Vyyvx

= 111 [cos(1,Y)3 cos(1,X) + cos(2,Y)? cos(2,X)
+ cos(1,X) cos(1,Y) cos(2,Y)? + cos(2,X) cos(2,Y) cos(1,Y)?]
(E.4)
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E.3 Cristal de DAST
Tenseur o
axxy = ag cos(1,X)? + agy cos(2,X)? + asz cos(3,X)?
+2 a3 cos(1,X) cos(3,X)
ayy = aq; cos(1,Y)? + ag cos(2,Y)? + aszz cos(3,Y)? (5.5)
+2 a3 cos(1,Y) cos(3,Y)
azz = aq cos(1,2)? + age c0s(2,7)? + azz cos(3,2)?
+2 a3 cos(1,7) cos(3,72)
Tenseur [
[ Brxx Br11 cos(1,X)3 + B3s3 cos(3,X)3 + 3 B1a2 cos(1,X) cos(2,X)?
+3 Bi33 cos(1,X) cos(3,X)? + 3 B311 cos(3,X) cos(1,X)?
+3 B322 cos(3,X) cos(2,X)?
Byvy Br11 cos(1,Y)? + B33 cos(3,Y)? + 3 B12 cos(1,Y) cos(2,Y)?
+3 B33 cos(1,Y) cos(3,Y)? + 3 311 cos(3,Y) cos(1,Y)?
+3 B399 cos(3,Y) cos(2,Y)?
Bxvy Byxy = Byvx
Br11 cos(1,X) cos(1,Y)? + 333 cos(3,X) cos(3,Y)?
+B122 [cos(1,X) cos(2,Y)? + 2 cos(2,X) cos(1,Y) cos(2,Y)] (E.6)
+ B33 [cos(1,X) cos(3,Y)? + 2 cos(3,X) cos(1,Y) cos(3,Y)] '
+ 311 [cos(3,X) cos(1,Y)? + 2 cos(1,X) cos(3,Y) cos(1,Y)]
+ 392 [c08(3,X) cos(2,Y)? + 2 cos(2,X) cos(3,Y) cos(2,Y)]
Bxxvy Bxyx = Byxx
Br11 cos(1,X)%cos(1,Y) + (333 cos(3,X)? cos(3,Y)
+B122 [2 cos(1,X) cos(2,X) cos(2,Y) + cos(2,X)? cos(1,Y)]
+ 0133 [2 cos(1,X) cos(3,X) cos(3,Y) + cos(3,X)? cos(1,Y)]
+0311 [2 c0s(3,X) cos(1,X) cos(1,Y") + cos(1,X)? cos(3,Y)]
\ + 392 [2 c08(3,X) cos(2,X) cos(2,Y) + cos(2,X)? cos(3,Y)]
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Tenseur -y

Yxxxx = 111 €o8(1,X)* 4 9090 c08(2,X)* + 3333 cos(3,X)*
+4 71333 cos(1,X) cos(3,X)? + 4791113 cos(1,X)? cos(3,X)
+6 Y1122 cos(1,X)? cos(2,X)? + 6 v1133 cos(1,X)? cos(3,X)?
+6 Y3320 €08(3,X)? cos(2,X)? + 1272913 cos(2,X)? cos(1,X) cos(3,X)
Yevyy = Y111 €o8(1Y)? + 79009 c08(2,Y)* 4 73333 cos(3,Y)*
+4 71333 cos(1,Y) cos(3,Y)? + 4 y1113 cos(1,Y)3 cos(3,Y)
+6 Y1122 cos(1,Y)? cos(2,Y)? + 6 v1133 cos(1,Y)? cos(3,Y)?
+6 3322 €08(3,Y)2 cos(2,Y)? 4 1249213 cos(2,Y)? cos(1,X ) cos(3,X)
Yxxvy = 711 €08(1,X)% cos(1,Y)? + o909 c08(2,X)? cos(2,Y)? + 73333 cos(3,X)? cos(3,Y)?
+71333 [2 cos(1,X) cos(3,X) cos(3,Y)? + 2 cos(3,X)? cos(1,Y) cos(3,Y)]
+y1113 [2 cos(1,X)? cos(1,Y) cos(3,Y) + 2 cos(3,X) cos(1,X) cos(1,Y)?]
+71122 [cos(1,X)? cos(2,Y)? + cos(2,X)? cos(1,Y)?
+4 cos(1,X) cos(2,X) cos(1,Y) cos(2,Y)]
+71133 [cos(1,X)? cos(3,Y)? + cos(3,X)? cos(1,Y)?
+4 cos(1,X) cos(3,X) cos(1,Y) cos(3,Y)]
+79233 [c08(2,X)? cos(3,Y)? + cos(3,X)? cos(2,Y)?
+4 co0s(2,X) cos(3,X) cos(2,Y) cos(3,Y)]
+2013 [2 c08(2,X)? cos(1,Y) cos(3,Y) + 2 cos(1,X) cos(3,X) cos(2,Y)?
+4 cos(2,X) cos(1,X) cos(2,Y) cos(3,Y)
+4 cos(2,X) cos(3,X) cos(2,Y) cos(1,Y)]
(1Y) + 2202 €08(2,X)3 cos(2,Y) + 73333 cos(3,X)3 cos(3,Y)

Yxxxy = 7 cos(1,X)? cos
+71333[3 cos(1,X) cos(3,X)? cos(3,Y) + cos(3,X)3 cos(1,Y)]
+y1113[cos(1,X)3 cos(3,Y) + 3 cos(3,X) cos(1,X)? cos(1,Y)]
+71122[3 cos(1,X)? cos(2,X) cos(2,Y) + 3 cos(2,X)? cos(1,X) cos(1,Y)]
+71133[3 cos(1,X)? cos(3,X) cos(3,Y) + 3 cos(3,X)? cos(1,X) cos(1,Y)]
+72233[3 c0s(2,X)? cos(3,X) cos(3,Y) + 3 cos(3,X)? cos(2,X) cos(2,Y)]
+2013[3 c08(2,X)? cos(1,X) cos(3,Y) + 3 cos(2,X)? cos(3,X) cos(1,Y)

+6 cos(2,X) cos(1,X) cos(3,X) cos(2,Y)]
Yxvyy = 7111 €08(1,Y)3 cos(1,X) + Yagao cos(2,Y)3 cos(2,X) + 3333 cos(3,Y)3 cos(3,X)
+71333[3 cos(1,Y") cos(3,Y)? cos(3,X) + cos(3,Y)3 cos(1,X)]
+y1113[c08(1,Y)3 cos(3,X) + 3 cos(3,Y) cos(1,Y)? cos(1,X)]
+71122[3 cos(1,Y)? cos(2,Y) cos(2,X) + 3 cos(2,Y
+y1133[3 cos(1,Y)? cos(3,Y") cos(3,X) + 3 cos(3,Y
+79233[3 €0s(2,Y)? cos(3,Y) cos(3,X) + 3 cos(3,Y
+72213[3 c0s(2,Y)? cos(1,Y") cos(3,X) + 3 cos(2,Y
+6 cos(2,Y) cos(1,Y) cos(3,Y") cos(2,X)]

]

)2 cos(

2 cos

)* cos(
)2 cos(
)2 cos(

COS

Y

—

Y 0s ?

1,Y) cos(1,X)
1Y) cos(1,X)
2,Y) cos(2,X)
3,Y) cos(1,X)

—

COS

) I

(E.7)
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E.4 Nanocristal de CMONS

Tenseur «

Tenseur [

;
/BXXX
5YYY
ﬁXXY

/BXYY

\

Tenseur -y

Vxxxx
Yyyyy

VYxxvyy

Vxxxy

VYxyyy

axx = a cos(1,X)% + gy cos(2,X)?
Qyy = aq; cos(1,Y)? 4 agg cos(2,Y)? (E.8)
=y cos(1,2)% + ag cos(2,7)?

Qzyz

Bz €08(2,X)3 + 3 fa11 cos(2,X) cos(1,X)?

Baga cos(1,Y)? + 3 fa11 cos(2,Y) cos(1,Y)?)]

6XYX ::ﬁyxx

Ba92 cos(2,X)% cos(2,Y)

+ Bo11 [cos(1,X)? cos(2,Y) + 2 cos(1,X) cos(2,X) cos(1,Y)]
ﬁyyx ::ﬁYXY

Baza cos(2,X) cos(2,Y)?

+ Ba11 [c08(2,X) cos(1,Y)? + 2 cos(1,X) cos(1,Y) cos(2,Y)]

(E.9)

Y1111 €08(1,X)% 4 42020 08(2,X )% + 6 v1192 cos(1,X)? cos(2,X)?
Y1111 €08(1,Y ) + 49999 c08(2,Y ) + 6 1122 cos(1,Y)? cos(2,Y)?
Txvxy = Vxvvx = VTrxvx = VTrxxy = Vryxx
Y1111 €08(1,X)? cos(1,Y)? + 2290 c0s(2,X)? cos(2,Y)?
+ 41212 cos(1,X) cos(2,X) cos(1,Y) cos(2,Y)
+ Y1122 c08(1,X)? cos(2,Y)? + 211 cos(2,X)? cos(1,Y)?
Txxvx = Vxvxx = Vrxxx
Y1111 €08(1,X)? co8(1,Y") + o920 cos(2,X )3 cos(2,Y))
+ 392121 c0s(2,X)? cos(1,X) cos(1,Y)
+ 31212 cos(1,X)? cos(2,X) cos(2,Y)
Trxvy = Vyvyxy = VTyvyx
Y1111 €08(1,X) co8(1,Y)? + o920 c0s8(2,X ) cos(2,Y)?
+ 371212 cos(1,X) cos(2,Y)? cos(1,Y)
+ 392121 €0s(2,X ) cos(1,Y)? cos(2,Y)
(E.10)
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