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Essayons

Devise de I’'Ecole du génie de Méziéres ot 'on décida, pour la premiére fois, d’enseigner
simultanément les sciences et les « métiers » dans le but de donner aux éléves la capacité de
concevoir et d’exploiter rationnellement de nouvelles techniques.

Ce nouvel enseignement fut a l'origine de I'ingénierie moderne et de la technologie.

L’école a été fermée sous la Révolution. Les enseignants et certains anciens éléves décidérent
alors de poursuivre ce qui y avait été développé en créant de nombreuses institutions parmi
lesquelles on compte I'Ecole polytechnique et ’'Ecole normale supérieure. Gaspard Monge est
certainement le plus célébre de ceux qui ont essaimé.

Les officiers de I’'Ecole du génie de Méziéres furent appelés a exporter leur savoir faire hors
de France. Aux tous jeunes Etats-Unis d’Amérique, ils fondérent notamment 1’ Académie mi-
litaire de Wespoint et le Génie américain. Ce dernier garde cette devise, inscrite en frangais,

sur son blason.
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Résumé

La microscopie électro-optique est une nouvelle technique de cartographie quantitative
micrométrique des champs électriques et des composantes du tenseur électro-optique d’un
milieu. Techniquement, il s’agit de mesurer le déphasage engendré par effet Pockels au moyen
d’un microscope confocal inclus dans un interféromeétre en détection homodyne. L’échantillon
doit étre transparent, non linéaire quadratique et soumis & un champ électrique, intrinséque
ou appliqué. Cette thése présente tout d’abord une étude théorique de la microscopie électro-
optique. On y décrit la réalisation pratique du microscope. Les résultats obtenus sur un pre-
mier échantillon en couche polymére sont ensuite étudiés et on présente la premiére mesure
de déphasage par effet Pockels dans une membrane phospholipidique dopée. Les perspectives
d’applications & des mesures de potentiels transmembranaires sont présentées. Les difficultés

technologiques qui seront rencontrées sont détaillées et des solutions sont proposées.

Mots clés : Microscopie électro-optique ; effet électro-optique ; optique non linéaire moléculaire ;
biophotonique ; microscope confocal ; détection homodyne ; mesures de champs électriques ; polymeéres

non linéaires quadratiques ; asservissement de phase optique.

Abstract

Electro-optical microscopy is a micrometric quantitative mapping technique of electrical
fields and of electro-optical tensor components in a medium. The set-up is a confocal micro-
scope included in an interferometer with homodyne detection used to record and measure weak
phase shifts due to Pockels effect. The sample must be transparent, quadratically nonlinear
and submitted to an intrinsic or externally applied electric field. This doctoral dissertation
introduce the concept of electro-optical microscopy. The realization of the microscope is then
detailed. The two dimensionnal electro-optical mapping obtained in a polymer film is discus-
sed. Finally, we demonstrate for the first time a Pockels effect induced phase shift in a doped
phospholipidic membrane. Applications perpectives to biological transmembranar potentials
are presented. In conclusion, technological difficulties of this application are detailled and so-

lutions are suggested.

Keywords : Electro-optical microscopy ; electro-optical effect ; molecular nonlinear optics ; biopho-
tonics ; confocal microscopy ; homodyne interferometry ; electric field measurement ; poled polymers;

optical phase lock-in.



Avertissement

Pour des raisons de clarté et de lisibilité des expressions et résultats littéraux, certaines
notations peuvent appeler des grandeurs différentes au cours de ce manuscrit. Cependant,
elles sont systématiquement redéfinies au fil du texte a chaque fois que cela est nécessaire.
Dans la mesure du possible, les notations retenues sont claires et intuitives.

Les indices minuscules renvoient aux coordonnées macroscopiques et les indices majuscules
aux coordonnées microscopiques : ce choix a permis de rendre plus lisibles de nombreuses
expressions.

Seul le systéme métrique international (SI) est utilisé.

Dans I’écriture de cosinus directeurs, la notation cos est souvent omise pour alléger les ex-
pressions. Ainsi, cos(i,j) est plus simplement noté (i, 5).

J’ai retenu la bibliographie en fonction de ce qu’elle apporte au sujet en question. J’ai notam-
ment mentionné un grand nombre de théses, quitte a les associer & des publications. Bien que
les théses soient beaucoup plus difficiles & se procurer que les articles, celles que j’ai retenues
sont généralement facilement accessibles, voire méme déja en bibliothéque dans les labora-

toires dont les thématiques se rapprochent de la microscopie électro-optique.

Une version pdf couleur de ce document est disponible & I'adresse :

http ://www.lpgm.ens-cachan.fr/theses/thesetoury.pdf
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Introduction

Le microscope électro-optique est un outil original de cartographie submicrométrique quan-
titative des champs électriques ou des éléments du tenseur électro-optique dans un milieu non
linéaire quadratique. On accéde quantitativement, signes compris, aux champs et aux com-
posantes du tenseur électro-optique. L’origine du tenseur et des champs importe peu, il suffit
qu’ils soient simultanément non nuls. Il permet de travailler avec des échantillons transparents
dont I’épaisseur peut atteindre plus d’un millimétre. Selon les cas, les champs électriques se-
ront intrinséques ou appliqués par un jeu d’électrodes. Il en va de méme de 'activité non
linéaire du milieu qui pourra étre intrinséque, résulter d’un dopage, ou du dépét de matériaux

aux propriétés requises sur le systéme a étudier.

La microscopie électro-optique est une association de techniques, déja éprouvées indépen-
damment par ailleurs. L’accés aux champs électriques se fait par effet électro-optique linéaire
(aussi appelé effet Pockels). Il consiste en une déformation de ’ellipsoide des indices de certains
milieux par un champ électrique extérieur. Il résulte de cette modification un déphasage d’un
faisceau qui sonde I’échantillon. C’est ce dernier que mesure le microscope électro-optique
avec une résolution spatiale micrométrique. On accéde ainsi au champ électrique si le ten-
seur électro-optique est connu, ou au tenseur si 'on connait le champ. Au cas o le champ
et le tenseur sont simultanément inconnus, le microscope permet d’accéder au produit des
deux. La cartographie de cet effet n’est pas uniquement scalaire : une résolution en polari-
sation permet d’accéder aux différentes directions du champ ou aux composantes tensorielles

électro-optiques, avec leur signes.

Le microscope électro-optique est un interférométre homodyne dans lequel a été inséré un
microscope confocal. L’interféromeétre est asservi de maniére 4 mesurer les variations de phase
du faisceau qui sonde I’échantillon. La résolution spatiale est assurée par le microscope confo-
cal. Il va de soi que ’on peut aussi accéder a des déphasages qui ne proviennent pas d’un effet
électro-optique. Cependant, le microscope a été congu pour répondre plus particuliérement &
ce type d’effet ; les autres (conséquences d’effets thermiques par exemple) étant alors plus dif-

ficilement accessibles. L’utilisation d’'une détection homodyne permet de sonder I’échantillon
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avec une fraction treés faible de la source laser utilisée. On travaille, dans le cas présent, avec un
laser Hélium-Néon dont une fraction de I'intensité de moins de 300 pW traverse I’échantillon.
Cette puissance relativement basse permet de perturber ’échantillon a minima, bien que la

fluence reste importante au point focal.

Le champ d’application couvre & la fois la conception de composants optoélectroniques et
I’étude des phénomeénes électriques transmembranaires biologiques. Dans ces deux cas, on a
besoin de mesurer des champs électriques avec une résolution micrométrique. D’autres uti-
lisations sont prévues & plus ou moins long terme telles que des études sur des systémes

microfluidiques ou membranaires.

L’optoélectronique est le domaine d’application le plus direct du microscope. Les variations
de potentiel, et donc de phase sont modulables et reproductibles. Elles permettent I'utilisa-
tion d’instruments classiques telle qu’une détection synchrone. En cherchant dans un premier
temps a valider le microscope sur des films polyméres (ou les molécules actives sont orientées)
de structure assez simple, nous avons mis en évidence des phénoménes inattendus qui ont
été confirmés par microscopie de génération de seconde harmonique. A cette échelle de me-
sure, certaines approximations faites habituellement en électrostatique ne sont plus valables,
les répartitions de charges ne pouvant notamment plus étre considérées comme surfaciques.
Par analogie avec la microfluidique, des effets de bord importants, que la microscopie électro-
optique permet de mettre en évidence, apparaissent dans la structure des champs dans les
polyméres. On voit aussi clairement des phénoménes trés locaux d’injection de charges par
les électrodes métalliques dans le polymeére.

Au dela d’une simple mesure, le microscope électro-optique permet de tester le réalisme des
simulations des structures de champs dans les composants polymeéres ou hybrides. C’est aussi
un outil qui s’annonce intéressant dans le domaine, trés actuel, de la recherche d’exaltation

de champs par structuration de la forme d’électrodes.

Nous avons également cherché & explorer le potentiel de ce microscope pour la biologie et
I’électrophysiologie en particulier. Dans ce cas, les signaux ne sont ni modulables, ni néces-
sairement reproductibles. D’autres difficultés liées aux techniques retenues dans la conception
du microscope électro-optique s’y ajoutent. Les difficultés ont été identifiées et des solutions

adaptées sont proposées en fin de mémoire.

Comme étape intermédiaire entre les structures de polyméres et les systémes biologiques,
des mesures d’effet électro-optique sur des membranes phospholipidiques artificielles ont été
explorées. Celles-ci sont intéressantes pour la validation des solutions technologiques propo-

sées, point de passage nécessaire car certaines de ces solutions seront délicates et onéreuses a
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mettre en ceuvre. Elle permettra aussi de reparcourir avec un regard neuf le théme de 'optique
non linéaire en couches de Langmuir-Blodgett. Le champ des mesures possible s’ouvre un peu
plus car on pourra accéder & des données alors délicates a obtenir en génération de seconde
harmonique (le signe par exemple). L’application du champ électrique est un point délicat de

ces applications.

Ce mémoire présente le domaine d’application de la microscopie électro-optique. On y
détaille le principe de l'instrument ainsi que sa premiére réalisation. Les premiers résultats

obtenus y sont discutés et des propositions pour ’avenir présentées.
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Plan de la thése

On résume 'état de I'art au Chapitre 1. Les enjeux et difficultés liés aux mesures de
champs électriques dans des composants optoélectroniques et dans les systémes biologiques y
sont présentés. On y trouvera aussi des résultats préalables importants et obtenus antérieure-
ment & cette thése (ou indépendamment). Une bréve description de l'instrument est donnée

a la fin de ce chapitre pour faciliter la lecture de la partie suivante.

Le principe théorique du microscope électro-optique est décrit en Chapitre 2. Son fonc-
tionnement y est détaillé. Il comporte 1’étude des conséquences des défauts sur les perfor-
mances de l'instrument. Chacun des éléments constituant le microscope est décrit avec les

détails nécessaires permettant d’appréhender le comportement global du systéme.

Au Chapitre 3 sont détaillés les choix technologiques associés a la réalisation du mi-
croscope. La conception des piéces mécaniques et optomécaniques, le choix des composants
optiques, le systéme électronique de contréle du microscope et de traitement du signal ainsi

que les pilotes informatiques sont présentés.

Les applications débutent au Chapitre 4 avec le premier échantillon « test » : une couche
mince de polymére dopé par des chromophores orientés sous champ électrique. La réalisation
de ce composant, les résultats obtenus et la comparaison avec le modéle couramment admis

pour ces composés font ’objet de chapitre.

La premiére mesure d’effet Pockels en transmission dans une couche de Langmuir-Blodgett
est présentée au Chapitre 5. Une membrane phospholipidique a ainsi été retenue comme pre-

mier systéme biomimétique.

Le Chapitre 6 détaille le principe et les perspectives d’applications du microscope électro-
optique a la biologie. On y trouvera les résultats attendus, mais aussi les difficultés qui seront

rencontrées dans sa mise en ceuvre ainsi que des propositions de solutions.
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L’ingénierie de cette expérience, les choix technologiques ainsi que la réalisation technique
ont été une partie centrale de cette thése tout comme la positionnement de ce théme dans
son contexte, la conception théorique de cet instrument ainsi que I’étude de faisabilité. J’ai
ainsi pris le parti de regrouper ’ensemble des principaux détails technologiques du microscope
électro-optique dans un chapitre a part entiére au méme titre que I’étude de la problématique
et son principe théorique. Il va sans dire que, comme pour tout développement d’un nouvel
instrument (simple ou complexe), aucune des notions traitées séquentiellement dans les trois
premiers chapitres ni méme les applications, perspectives et résultats présentés dans les sui-
vants n’ont été ni envisagés ni réfléchis indépendamment. Le mode de présentation retenu vise
& une présentation efficace de ces travaux développés pendant trois ans sur des chemins bien
plus sinueux que ne le donnerait & penser un tel exposé artificiellement séquentiel.

Le principe de cet instrument et les contraintes propres & son environnement scientifique
et technologique (en particulier 'optique non linéaire moléculaire) demandaient a ce que la
problématique, la conception théorique, la faisabilité technologique ainsi que les premiers ré-
sultats soient étudiés simultanément. La souplesse d’utilisation du microscope, donc la qualité
et la quantité des résultats & venir, dépendent de la qualité de cette étude pluridisciplinaire,
au sens ou elle a regroupé et demandé la maitrise simultanée de compétences typiques d’une
activité de recherche académique tout autant que de conception technologique et de réali-
sation technique. La présentation séquentielle retenue n’est ainsi possible qu’a posteriori en
vue d’une présentation plus fluide et plus agréable. Elle n’impose pas la lecture des détails
technologiques & celui qui ne s’intéresserait qu’au principe théorique.

La simultanéité de la réalisation technique et des toutes premiéres mesures ont mené a 1’étude
de résultats souvent partiels et noyés sous les artefacts. La prise en compte de ces défauts a
permis, par étapes successives de converger vers un systéme assez simple d’emploi et qui ne
demande que peu de réglages avant utilisation. Toute cette partie (la plus aride de ce travail)
n’est que trés ponctuellement évoquée. Dans la mesure ot elle apporte peu de renseignements
utiles et exploitables, j’ai fait le choix de ne pas m’y attarder dans ce manuscrit, méme si j’y

ai consacré ’essentiel de mon temps.
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Chapitre 1

Méthodes optiques de mesure de

champs électriques

La méthode utilisée pour la microscopie électro-optique, basée sur des mesures de varia-
tions de phase dues a 'effet Pockels, impose de travailler avec des échantillons transparents,
actifs en optique non linéaire quadratique, d’épaisseur millimétrique.

Nous discutons dans ce chapitre des principales applications et des méthodes déja disponibles
pour ce type de mesures. On décrira briévement certains composants opto-électroniques ainsi
que des questions d’électrophysiologie, applications principales de cet outil.

Dans le cadre technologique actuel, deux applications principales se dégagent : d’une part,
la mesure de champs dans des composants optoélectroniques, d’autre part ’enregistrement
d’événements électriques dans des systémes biologiques. Il s’agit dans ces deux cas de car-
tographier aussi quantitativement que possible des champs électriques ou des différences de
potentiel. Les ordres de grandeur et les contraintes étant trés différents, les méthodes exis-

tantes se distingueront aussi.

1.1 Mesures de champs électriques dans des composants opto-

électroniques

La mesure de champs électriques dans les composants électroniques participe & ’étape cri-
tique de validation des nouveaux composants. Leur intégration de plus en plus poussée ainsi
que l'utilisation de technologies semi-conducteurs a basses tensions de polarisation demandent
une maitrise fine des potentiels et courants. Toute chute de potentiel a une jonction ou dans
un guide conducteur est responsable de pertes par effet Joule et impose une augmentation de
la tension nécessaire au contrble des étapes aval par les étapes amont dans le composant.

Elle est aussi nécessaire dans les chaines de fabrication de composants toujours plus complexes.
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Jusqu’a présent, cette étape de controle de la qualité en cours de chaine n’était, financiérement,

pas intéressante. Les composants complexes, tels que les microprocesseurs, sont contrélés en

fin de fabrication. Les composants simples ne sont pas vérifiés avant la mise sur le marché,

dans la mesure ou leur colt de production est trés faible, il aurait été sensiblement augmenté
)

par cette étape de validation. Les controles en cours de fabrication ne participent générale-

ment qu’d des opérations de « contrdle qualité ».

L’évolution actuelle, toujours vers plus de complexité, pousse donc au développement de
méthodes de mesure de potentiels et de champs électriques & bas cofit lors des étapes de
fabrication.

Des méthodes, proches de la microscopie électro-optique ont été développées pour mesurer ces
champs électriques. La technique consiste & déposer un matériau électro-optique en surface du
composant non encapsulé et & mesurer les modifications de polarisation de la lumiére réfléchie
sur le composant [1,2], & approcher un cristal électro-optique de la zone & mesurer [3-6] ou
& utiliser l'effet électro-optique des semi-conducteurs mis en ceuvre pour fabriquer le com-
posant [7]. Ces modifications sont induites par effet électro-optique linéaire, elles permettent
ainsi de cartographier le champ électrique.

Toutefois, quatre limitations, au moins, apparaissent & I’examen. Elles sont d’une part limi-
tées en résolution : les techniques retenues sont peu efficaces pour la mesure des rotations de
polarisation dues au champ électrique. D’autre part, le grand nombre de points a acquérir
empéche d’avoir une mesure rapide. Ces méthodes ne permettent, sur des chaines de test
de production, que des tests trés partiels. Ensuite, la résolution permise par les technologies
optiques « classiques », c’est-a-dire hors champ proche, ne permettent dans le meilleur des
cas qu’une résolution de 200 nm, ce qui devient clairement insuffisant au vu de I'intégration
des composants actuels. Enfin, une pénétration en profondeur n’est pas permise, on doit se
contenter de mesurer des champs en surface qui peuvent étre légérement différents.

D’autres méthodes partageant tout ou partie des limitations précédentes ont été proposées.
On notera notamment des techniques a cristaux liquides [8,9] dont on mesure par voie optique
la modification d’orientation due au champ électrique.

On peut simplement constater la limitation des méthodes proposées par le peu de brevets
qui ont été déposés et maintenus. La quasi totalité de ceux qui sont cités dans les deux para-

graphes précédents ont été abandonnés.

Dans les composants optoélectroniques & base de polymeéres, le probléme de la mesure de
la structure spatiale du champ électrique est rarement abordé. On s’en tient essentiellement
a des modélisations simples [10-12]. Les problémes apparaissant étaient modélisés par des
phénoménes tels que le report de champ ou le recouvrement spatial. Il n’y a pas eu, a ce jour

et & notre connaissance, de comparaisons poussées entre des structures simulées et mesurées
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des champs électriques dans des matériaux organiques.

De nouvelles méthodes de mesure permettront de valider les modeéles utilisés et de pouvoir
envisager des types d’électrodes, de formes ou de matériaux plus optimisés et donc fortement
demandés. Contrairement aux technologies semi-conducteurs, dont les propriétés électriques
des matériaux utilisés sont trés bien connues, les technologies polymére utilisent des maté-
riaux encore peu caractérisés sur ce point. Ceci vient, d’'une part, de leur relative nouveauté,
et d’autre part, de la trés grande diversité disponible qui dilue d’autant le travail de caracté-
risation mené.

Ce retard dans la modélisation des composants pourrait étre comblé par une méthode de me-
sure de la structure des champs électriques dans les composants polyméres dont les avantages

ne peuvent étre laissés de coté [13]. Ceci vaut tout autant pour les technologies hybrides [14].

1.2 Mesures de potentiels transmembranaires biologiques

Le développement rapide des neurosciences ainsi que 'intérét lié & I’étude des maladies neu-
rodégénératives auxquels on assiste actuellement, favorisent I’émergence de nouveaux moyens
d’investigation de I'activité neuronale. Pour des raisons techniques et parfois éthiques, des mé-
thodes de mesure non invasives sont nécessaires pour répondre & ce besoin croissant d’accéder
plus efficacement a des informations fonctionnelles sur les systémes biologiques étudiés [15,16].

L’optique offre en la matiére un certain nombre de possibilités qu’il convient d’explorer.

1.2.1 Problématiques liées aux potentiels transmembranaires en biologie

Eléments de neurobiologie utiles pour les microscopies non linéaires

Pour aborder un probléme biologique avec un point de vue de physicien, on doit avant tout
s’assurer de la pertinence des études que 'on peut mener. Pour cela, & moins d’une solide
formation en biologie, le recours aux conseils et & I'expertise de biologistes spécialisés dans
le domaine d’application envisagé est absolument nécessaire. L’objet d’étude se résume alors

essentiellement en un jeu d’ordres de grandeur pour lesquels on dimensionnera 'instrument.

On estime a 10'3 le nombre de neurones chez 'homme [16-19]. Structurés en réseau,
ils sont chargés des communications rapides et du traitement de l'information. Ce sont des
cellules utilisant les variations de leur potentiel transmembranaire pour assurer le transport
d’informations. La communication interneuronale a lieu au niveau des synapses, qui sont des
zones de contact assurant une communication chimique ou électrique entre le neurone pré-
synaptique et le neurone post synaptique. Les neurones sont entourés de cellules gliales qui

assurent, entre autres, la structure et une partie du métabolisme du systéme nerveux. Elles
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sont aussi impliquées dans une partie du traitement de I'information.

soma

> prolongements

synapses

F1G. 1.1: Deux neurones d’un prélévement d’aplysia californica (invertébré) marqués avec différents
marqueurs [20]. Les ordres de grandeurs sont annotés sur le schéma. Les prolongements désignent
indifféremment dendrites (de la synapse vers le soma dans le sens de propagation de I'information) ou
axones (du soma vers les synapses). L’information est « recueillie » par les dendrites et les potentiels
d’actions sont générés a la base de I'axone. Les neurones d’invertébrés sont généralement plus gros et

plus robustes que ceux des vertébrés.

Bien que rien ne ressemble moins & un neurone qu’un autre neurone, nous donnons en
fig. 1.1 une structure générale de ce type de cellule qui permet de comprendre comment le
microscope électro-optique permettra d’accéder a la lecture des variations de potentiel trans-
membranaire.

Les neurones sont formés d’un corps cellulaire vers lequel convergent les dendrites (trés rami-
fices) et les axones. Les dendrites et axones ont une longueur typique de quelques centaines
de micrométres a quelques centimeétres et un diamétre de ’ordre de quelques micrométres. La
conduction électrique est décrite par le modeéle de Hodgkin et Huxley [21] qui donne un mo-
déle électrique de la membrane tenant compte des effets résistif et capacitif et de la différence
de potentiel transmembanaire maintenue par un systéme de protéines-canaux et de pompes a

ions. On retiendra que le potentiel intracellulaire moyen d’un neurone, di & I’équilibre et au
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transport de densités ioniques au repos, est en général de —60 mV. Il varie de +50 a4 —120

mV lors des phénomeénes de communication.

exdraceflufar fuid (outside)

glycoprotein
-

binding sita

phospholipid bilayer
carbohydrate

‘r ‘ pratein filaments

’ raoognihonpmtem

cytoplasm Gnside)

F1G. 1.2: Structure de la membrane d’un neurone. Les concentrations de protéines, de cholestérols,
et autres molécules inclues dans la membrane sont plus élevées que sur ce schéma : elles occupent
environ 40% de la surface de la membrane. Généralement, les membranes cellulaires de prélévement
n’ont pas cette forme lisse et dépouillée. La membrane est trés ondulée et il y a des adhérences avec
les autres cellules. Notamment, les cellules gliales enroulent une partie de leur membrane autour des

prolongements pour former la gaine de myéline. Fig. extraite de [22].

La différence de potentiel est localisée entre les faces interne et externe de la membrane
cellulaire du neurone. Cette membrane mesure en moyenne 3,7 nm d’épaisseur. Elle est com-
posée d’une bicouche de phospholipides dans laquelle sont insérées des protéines assurant le
maintien de la différence de potentiel de repos et la propagation active des variations de po-
tentiel transmembranaire (fig. 1.2). Les chaines grasses des phospholipides sont localisées vers
I'intérieur de la membrane, les extrémités hydrophiles étant en contact avec les milieux in-
tra et extra-cellulaires. On trouve une grande diversité de biomolécules dans cette membrane,
telles que des cholestérols assurant par exemple sa rigidité. Les phospholipides ne représentent
qu’environ 60% de la surface de la membrane. Il en existe trois espéces qui ne sont pas répar-

ties dans les mémes proportions des deux cotés de la membrane.
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La membrane tient sa non-centrosymétrie de la différence de concentration en cholestérols, de
la nature des phospholipides sur la face intracellulaire et extracellulaire, de la chélation d’ions
par les phospholipides qui sont en concentrations trés différentes sur chaque face.

La structure temporelle de ces variations de potentiel est trés diversifiée. Au dela du « trés
classique » potentiel d’action, existe une grande diversité de signaux, codés numériquement,
analogiquement ou selon un mode composite, d’amplitudes allant de la dizaine de pV a la

centaine de mV, d’une fréquence toujours inférieure & quelques kHz.

Notons que les neurones ne sont pas les seules cellules a utiliser des phénoménes élec-
triques : toutes les cellules ont une activité électrique plus ou moins prononcée. Les cellules
endocrines et exocrines du pancréas utilisent largement les phénoménes électriques dans leur

métabolisme.

1.2.2 Une méthode non optique : le patch-clamp

Le « patch-clamp »! est une méthode, développée dans les années 1980, couramment em-
ployée pour enregistrer localement le potentiel transmembranaire d’un neurone. Elle consiste a
utiliser comme micro-électrode une micropipette (fig. 1.3) a ’extrémité micrométrique remplie
de solution physiologique. Cette solution saline, donc conductrice, établit un contact conduc-
teur entre une partie du neurone (extérieur ou intérieur de la membrane, en partie ou en
totalité, selon le type d’enregistrement désiré) et une électrode d’argent qui plonge dans la
solution & I'autre bout de la micropipette.

La technique de patch-clamp est délicate et demande un certain savoir-faire. Bien qu’elle ait
permis un bond spectaculaire & 1’électrophysiologie et qu’elle n’est pas prés d’étre détronée,
un grand nombre de difficultés techniques pourraient étre évité dans certaines mesures par
I'utilisation de méthodes alternatives telles que la microscopie électro-optique.

Un échantillon de neurone ne peut vivre que deux ou trois heures dans des conditions d’expé-
rience habituelle. Il faut couramment compter de I'ordre d’une heure pour fixer des électrodes
de patch. Dans de bonnes conditions, la tenue des électrodes est d’'une heure environ : les vi-
brations et les variations de pression osmotique désolidarisent assez rapidement les électrodes
du neurone. Bien que les expériences durent généralement moins de 15 minutes, cette méthode
reste la seule disponible pour les mesures plus longues.

Les prolongements sont trés délicats & patcher : leur diamétre est de l'ordre de grandeur
de 'extrémité de I’électrode. Peu d’électrophysiologistes savent réaliser cette prouesse qu’est

par exemple de placer deux électrodes juste de part et d’autre d’'un contact synaptique. Par

! terme non traduit en francais.
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F1G. 1.3: Photographie d’une électrode de patch-clamp fixée sur une neurone vraisemblablement en
mode cellule attachée ou cellule entiére. Cette technique a permis des développements considérables
en électrophysiologie. L’électrode de patch-clamp permet de mesurer et d’imposer des courants et des
tensions dans différentes configurations. Placer une électrode sur des prolongements est un exercice

trés délicat. L’extrémité d’une électrode mesure 1 a4 2 nm de diamétre.

exemple, ’axone d’un neurone pyramidal dans lequel a lieu une forte intégration de I'informa-
tion n’a pas encore pu étre patché. Il est aussi difficile de patcher dans certains cas, en fonction
de I'age du neurone (la rigidité de la membrane évolue) ou de la présence d’une cellule gliale
(membrane trop dure).

Il va de soi qu’avec cette technique, la contrainte exercée sur la cellule est telle qu’on ne
peut avoir accés qu’a une partie de son métabolisme : il serait illusoire d’observer avec cette

méthode une intégration compléte d’informations a 1’échelle d’un neurone.

Mentionnons dés a présent que le microscope électro-optique ne peut que lire des diffé-
rences de potentiel. Il ne pourra en aucun cas se substituer totalement a la technique de
patch-clamp qui fournit de véritables électrodes. Le neurone étant physiquement équivalent &
un composant électrique actif, on ne peut tirer pleinement partie de ses capacités qu’en ayant
accés simultanément au courant et a la tension, en lecture comme en écriture.

L’utilisation de la rectification optique a été envisagée pour imposer des différences de po-
tentiel transmembranaire. Il manque cependant plus de 2 ordres de grandeur, qui ne seront

certainement pas atteints prochainement [23].

1.2.3 Fluorescence et propriétés optiques linéaires

Dans les années 1970, Larry Cohen et Amiram Grinvald ont mis au point les premiéres
méthodes optiques d’enregistrement de 'activité électrique des neurones. Ils ont inséré dans
les membranes des colorants dont l'intensité de fluorescence dépend du champ électrique en-

vironnant [24]. D’autres propriétés optiques ont ensuite été étudiées, telles que les variations



14 Méthodes optiques de mesure de champs électriques

d’absorption, de dichroisme, de biréfringence ou encore des modifications de spectre d’émis-
sion de fluorescence [25]. A I'heure actuelle, un grand nombre de chromophores sensibles au
champ sont disponibles commercialement [20]. Une mesure précise de la différence de poten-
tiel transmembranaire peut étre obtenue par des techniques ratiométriques (comparaison de
Penregistrement de l'intensité de fluorescence & deux longueurs d’émission différentes), qui
présentent 'avantage de s’affranchir d’une mesure absolue des signaux de fluorescence. Un
grand nombre d’autres méthodes ont été développées depuis pour optimiser la qualité des
enregistrements dans des cas spécifiques (résolution spatiale ou temporelle, précision de la
mesure, profondeur de pénétration dans I’échantillon,etc.).

Avec ces méthodes, on atteint une résolution spatiale latérale typique de 300 nm (pour un
microscope confocal) et une résolution temporelle descendant jusqu’a 10 ps (dans le cas des
styryls) [26].

Cependant, toutes ces techniques se heurtent au photoblanchiment qui limite le temps de me-
sure de quelques secondes & quelques minutes en fonction de la précision et de la résolution de
la mesure recherchée. De plus, la précision des mesures demande un grand nombre de photons,
ce qui requiert de fortes concentrations initiales en colorants dont l'innocuité est loin d’étre
assurée.

Il existe d’autres méthodes optiques pour enregistrer I'activité neuronale, cependant, elles
fonctionnent & des échelles de temps et & des résolutions spatiales qui ne nous concernent
pas dans ce cadre. De plus, elles ne renseignent pas nécessairement sur les variations de po-
tentiel transmembranaire, mais sur 'activité métabolique globale du neurone ou du groupe
de neurones [25,27]. On notera par exemple le marquage a la cytochrome oxydase dont la
concentration refléte I'activité métabolique des cellules. Elle est révélée par I'oxydation de la

diamino-benzidine, alors visible au microscope optique ou électronique [28].

Ces méthodes peuvent étre illustrées par un résultat des groupes de L. Cohen et D. Zecevic
(fig. 1.4). Cet enregistrement a été fait sur un ganglion d’aplysie? préalablement incubé dans
une solution d’oxonol RH155. Des enregistrements ont aussi été obtenus sur des neurones, plus
fragiles, de vertébrés [29]. Dans ces deux cas, la résolution spatiale est assez faible (de 5 pm
a 14 pm). On ne peut pas encore espérer un enregistrement de 'intégration de l'information

sur I’étendue d’un neurone avec ces méthodes.

2 Ce mollusque, fréquemment utilisé pour les études d’électrophysiologie est une sorte de grosse limace de
mer que l'on trouve sous deux espéces différentes sur les cotes landaises et californiennes. Il est familiérement

appelé « pisse-vinaigre », parfois « liévre de mer ».
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F1G. 1.4: Exemple d’enregistrement de propagation d’un potentiel d’action dans un neurone pyrami-
dal d’aplysia : figure extraite de la réf. [26]. A. Vue globale du neurone pyramidal par fluoresence sur le
réseau de 464 photodiodes. B. Enregistrement monocoup d’un potentiel d’action. La taille d’un pixel
est de 14 nm. C. Comparaison de I'enregistrement optique avec le résultat donné par une électrode.

D. Evolution du signal sur le neurone, on voit que la vitesse de propagation est finie (0,22 m.s™!).

1.2.4 La génération de seconde harmonique sensible au champ

A la fin des années 1980, Aaron Lewis a proposé d’utiliser la génération de seconde?
harmonique (GSH) pour enregistrer l'activité électrique [30,31].
L’avantage principal de cette méthode par rapport & la fluorescence réside dans la possibilité de
travailler hors-résonance, donc de limiter le photoblanchiment. L’excitation a deux photons ne
nécessite pas de diaphragme de confocalité car 'intensité de génération de seconde harmonique
est proportionnelle au carré de I'intensité surfacique du faisceau incident, présentant donc un
pic au point focal. Cette technique est donc moins contraignante expérimentalement. On

pompe dans la bande de transparence, ce qui permet une meilleure pénétration dans les

3 Les dictionnaires tiennent majoritairement harmonique comme étant féminin. D’autre part, comme une
troisiéme harmonique est susceptible d’exister, a 3fo, on devrait parler de deuxiéme harmonique. D’autant
plus que la n° harmonique est de fréquence (n + 1)fo, il s’agit donc en réalité de génération de premiére

harmonique. Mais on s’en tiendra & I’accord de 1’adjectif!
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échantillons. De plus la GSH fournit un meilleur contraste car elle est sensible aux ordres
moléculaires non centrosymétriques, donc organisés, ce qui rend tout ensemble moléculaire
isotrope inactif en GSH cohérente. La composante incohérente étant presque toujours trés
faible devant la partie cohérente, lorsqu’elle existe, on obtient des résultats bien plus contrastés
(fig. 1.5).

F1G. 1.5: Images de cellules isolées Ncadl marquées au RH237. a. Observation en fluorescence
a deux photons. b. Observation en génération de seconde harmonique. La cohérence de I’émission
en génération de seconde harmonique fait ressortir les membranes, alors que tout le corps cellulaire

apparait en fluorescence. Images extraites de la réf. [32].

La sensibilité de la génération de seconde harmonique & un champ statique repose sur
deux effets distincts.
D’une part, la génération de seconde harmonique de chromophores fizes peut dépendre du
champ électrique auquel elles sont soumises. En effet, I’hyperpolarisabilité v des molécules
confére au milieu une non linéarité x® qui par un effet du troisiéme ordre peut se coupler
au champ électrique statique et au champ électrique optique de fréquence w (deux fois) pour
donner une polarisation de pulsation 2w. Des ensembles de molécules fixes de X(z) nul peuvent,
a priori présenter cet effet. Il a été également modélisé par un effet Stark [33].
On a d’autre part, une contribution orientationnelle. Des molécules mobiles possédant un mo-
ment dipolaire et une premiére hyperpolarisabilité non nulle peuvent elles aussi présenter une
génération de seconde harmonique dépendant du champ. En effet, le doublage de fréquence
observé a grande échelle dépend de la statistique des chromophores (ce point est détaillé au
Chapitre 2 et illustré dans un autre cas aux Chapitres 4 et 6). Si les molécules possédent un
moment dipolaire permanent non nul, la statistique de leur orientation va étre modifiée par
le champ électrique statique. On peut donc avoir une génération de seconde harmonique dont

I'intensité est sensible au champ électrique externe.
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Ainsi, par ces deux effets, 'intensité de génération de seconde harmonique dans les membranes
dépend du champ auquel les colorants sont soumis. Les contributions de chacun de ces effets

ont été étudiées, leurs intensités relatives dépendent du colorant étudié [34].

Notons que cette technique est un cas particulier en membrane de la mesure dite EFISH
(Electric field induced second harmonic generation). L’EFISH est une technique de génération
de seconde harmonique utilisant des chromophores en solution dans un champ électrique ma-
croscopique. Le champ électrique donne lieu & deux effets distincts et conjoints : orienter les
chromophores suivant une statistique non centrosymétrique, et modifier le X(2) par la contrac-
tion d’un X(?’) avec le champ électrique statique.

Travailler en membrane ne réduit pas le probléme, mais 'enrichit, car il faut ajouter a I’in-
teraction champ-dipole, les interactions intermoléculaires (effets collectifs de type cristaux
liquides) qui contribuent & l'orientation « statique ». Dans ce cas, le champ électrique modifie
une structure initialement non centrosymétrique. C’est pour cela qu’on a une variation de
I'intensité de génération de seconde harmonique et non apparition quand la membrane est

soumise & un champ non nul.

Cette dépendance de la génération de seconde harmonique au champ électrique transmem-
branaire est illustrée en fig. 1.6.
Ces derniéres années, ces méthodes ont été principalement développées par le groupe de Jé-
rome Mertz (ESPCI, France et Boston University, USA) [35,36] et par celui de Watt Webb
(Cornell University, USA). Le groupe de chimie de Mireille Blanchard-Desce (Université de
Rennes, France) a contribué par la fourniture de molécules adéquates. Ce dernier a obtenu un

résultat significatif en janvier 2004 [37] confirmant la pertinence de cette technique (fig. 1.7).

Bien que cette méthode soit & I'heure actuelle des plus prometteuses pour ce type de
mesures, il n’en reste pas moins des difficultés & lever. Dans un premier temps, il faudra aug-
menter la sensibilité des chromophores au champ électrique pour avoir une réponse de plus
grande amplitude, ce qui éviterait de moyenner plusieurs dizaines de fois. Ceci devrait étre
atteint dans les prochaines années.

Ce qui est plus délicat concerne I'innocuité des chromophores. Elle est loin d’étre établie ; bien
que les chances soient grandes d’arriver & produire des colorants biologiquement inertes, des
phénoménes de phototoxicité apparaissent et pourraient s’avérer plus délicats a résoudre. Ce
point est briévement mentionné en réf. [37], mais il risque de se révéler ardu. Ceci d’autant plus
que si le chromophore est lui-méme inerte, il faut s’assurer que son solvant peut étre mélangé
au milieu physiologique sans dommage. Les chromophores devant nécessairement étre amphi-
philes pour s’insérer naturellement dans la membrane, la gamme de solvants non toxiques

disponibles est quasi inexistante (puisqu’ils peuvent dissoudre un tensio-actif, ils vont a for-
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F1G. 1.6: Enregistrement de la dépendance de l'intensité de génération de seconde harmonique
au potentiel transmembranaire dans un neurone d’Aplysia en culture dont la membrane a été dopée.
A. Image du neurone. B. Ligne balayée par le laser. C, D. Intensité de GSH en fonction de la différence
de potentiel transmembranaire. E. Dépendance de l'intensité de génération de seconde harmonique &
la différence de potentiel : on a une variation d’environ 8% sur la gamme de potentiels utilisés par la

biologie. Taille de I’échelle : 50 pm. Illustration extraite de la réf. [37].

tiori s’attaquer aux membranes, siége des phénoménes cellulaires électriques). Des prouesses
en ingénierie moléculaire seront certainement nécessaires pour résoudre ce probléme.

Notons aussi que pour augmenter l'efficacité de génération de seconde harmonique, on est
tenté de s’approcher de la résonance du chromophore, augmentant par la le risque de photo-

blanchiment?. On perd alors une partie de l'intérét de la génération de seconde harmonique

4 le jour ou les chromophores ne blanchiront plus...
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F1G. 1.7: Enregistrements de potentiels d’action dans les mémes conditions qu’en fig. 1.6. A. Image
du neurone, on voit les deux lignes balayées par le laser et notamment le point ou est enregistrée
la courbe B. B. Enregistrement de deux potentiels d’action créés par un courant injecté aux temps
donnés par les abscisses des petites fléches noires. En vert : enregistrement optique moyenné 50 fois,
en rouge, enregistrement au moyen d’une électrode insérée dans le soma. Taille de I’échelle : 50 nm.

Ilustration extraite de [37].

par rapport a la fluorescence.
Notons que la génération de seconde harmonique ne donne accés qu’a des informations ou la
membrane est tangente au faisceau. Ce point n’est pas trop réducteur dans la mesure ou le

signal est globalement uniforme sur une tranche d’axone.

1.3 Nouvelle approche avec ’effet Pockels

1.3.1 Le principe de conversion retenu

Dans le cadre de cette thése, il est proposé de « descendre d’un ordre de polarisation »
par rapport aux études précédentes en enregistrant les variations d’indice d’une membrane
dopée. L’effet non linéaire d’ordre le plus bas qui permet de coupler un champ électrique avec
les propriétés de la lumiére dans un milieu X(z) est effet électro-optique linéaire, aussi appelé
effet Pockels, décrit en détail dans le Chapitre 2.

L’effet électro-optique concerne certains matériaux dont l’ellipsoide des indices est modi-

fiée lorsqu’un champ électrique est appliqué. C’est un effet du méme ordre que la génération
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de seconde harmonique : les matériaux possédant une de ces propriétés présentent systéma-
tiquement ’autre. Il y a donc un intérét manifeste & étudier 'apport de 'effet Pockels dans
la mesure de champs électriques. Cet effet a bien été envisagé pour les mesures de champs
électriques dans les composants optoélectroniques, mais nous souhaiterions ’aborder sous un
angle un peu différent. L’utilisation faite de I'effet Pockels consiste ici & mélanger la fréquence
optique w avec le champ statique de fréquence €2 pour modifier la phase du champ a w. Au
lieu de placer des sondes prés des zones & mesurer, il peut s’avérer intéressant de profiter
de leffet électro-optique intrinséque de 'objet dont on souhaite sonder les propriétés ou le
comportement. Et s’il ne possédait pas d’effet électro-optique intrinséque, on pourrait lui en
conférer un comme c’est le cas pour les mesures de génération de seconde harmonique dans
les membranes.

En traversant le matériau, un faisceau sonde est déphasé proportionnellement au coefficient
électro-optique et au champ électrique. Il suffit alors en principe de mesurer ce déphasage pour
accéder au produit du champ électrique par le coefficient électro-optique. Si les composantes
du tenseur électro-optique sont connues, on peut alors déterminer le champ électrique. Si c¢’est
I'inverse, on cartographiera le tenseur. En ’absence d’informations sur le champ et le tenseur,
on aura accés au produit des deux, d’autres moyens d’investigations étant nécessaires pour
aller plus loin.

Mentionnons que le déphasage ne dépend pas de la puissance du faisceau qui sonde 1’échan-
tillon. On peut donc a priori travailler avec des faisceaux de basse puissance et par conséquent

en régime continu, ce qui n’est pas le cas pour la génération de seconde harmonique.

Pour résumer, on propose de sonder les champs électriques, en utilisant ’effet Pockels
qui va traduire un champ électrique en un déphasage. Pour fixer un ordre de grandeur, nous

serons concernés par des variations de phase allant de quelques 1073 rad a quelques 10~® rad.

1.3.2 Les milieux non linéaires quadratiques

Une étude plus détaillée des milieux non linéaires quadratiques sera présentée au Chapitre
2. Il convient cependant de faire un tour d’horizon des matériaux qui présentent une activité
non linéaire quadratique.
Au méme titre que pour la génération de seconde harmonique, le milieu doit étre non-
centrosymétrique. Cette condition n’est bien entendu pas suffisante, mais pour chaque type
de matériau présentant un ordre non centrosymétrique, il y a des représentants non linéaires

quadratiques.

Certains cristaux présentent cette propriété, c’est le cas des trés célébres KD*P, KTP,
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ou encore BBO [38], mais aussi du POM (3-methyl-4-nitropyridine-1-oxide) qui est un cristal
moléculaire de référence [39], pour ne citer qu’eux.

Des couches monomoléculaires ou des couches de Langmuir-Blodgett peuvent aussi présenter
cet effet [40,41].

Les membranes qui n’auraient pas d’activité optique peuvent étre dopées. Si I'insertion de
colorant dans la membrane n’a lieu que sur une face, on peut alors obtenir l'effet désiré [42].
Les polyméres dopés ou greffés avec des colorants non linéaires quadratiques ne présentent une
activité optique importante que si les chromophores sont orientés selon un ordre non centrosy-
métrique. Cet ordre peut étre obtenu par 'application d’un champ électrique si les colorants
présentent un moment dipolaire non nul [43] ou par des méthodes purement optiques [44,45]
g’ils sont photoisomérisables.

Il existe d’autres types, plus marginaux, de matériaux non linéaires. Dans notre cas, seules les
membranes dopées et les polymeéres orientés nous intéresseront. La mise en ceuvre des autres

matériaux convient beaucoup moins bien aux échantillons susceptibles de nous concerner.

1.4 Autour des mesures de variations de phase

Une fois le champ électrique « converti » en variations de phase, il s’agit de trouver une

technique permettant de mesurer ces variations avec la résolution voulue.

1.4.1 Les microscopies a contraste de phase

Les techniques de visualisation d’objet de phase les plus courantes sont les microscopies a
contraste de phase.
Ces microscopies ont été développées a partir des travaux de Zernike [46-48|. La technique
initiale consistait a déphaser de 3§ la composante spatiale d’ordre zéro de la lumiére traversant
I’échantillon. Lors de la recomposition de I'image, les variations de phase sont converties en
variations d’amplitude.
Le défaut essentiel de cette technique est la difficulté d’obtenir une image brillante de bonne
résolution. Elle a été améliorée dans les années 1950, notamment par Nomarski. Une des mé-
thodes les plus évoluées est la technique DIC (differential interference contrast) qui consiste
& séparer légérement les deux polarisations de la lumiére incidente au moyen d’un prisme
de Wollaston pour obtenir des interférences relatives non pas a l'indice du milieu mais aux
gradients d’indice.

Malgré la trés grande qualité des images fournies, ces méthodes n’ont jamais permis d’obtenir
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des résultats quantitatifs®. Des algorithmes de traitement d’images, assez simples, permettent

d’obtenir, tout a plus, des résultats semi-quantitatifs [49].

1.4.2 La détection homodyne

La détection homodyne est une technique trés éprouvée de mesure de fluctuations trés
fines de 'amplitude d’un champ optique [50-52]. Le principe de l'interférométrie homodyne
est détaillé au Chapitre 2.

La technique consiste & mélanger un faisceau de forte intensité, appelé oscillateur local , avec
un autre de faible intensité, appelé signal . La différence des intensités obtenues est propor-
tionnelle aux fluctuations du signal sur la quadrature donnée par la phase relative entre les
deux faisceaux mélangés. D’autre part, ces fluctuations sont amplifiées par I'amplitude de

I'oscillateur local .

s

29
systéme optique d’amplification des variations de phase. On les récupére sous la forme d’une

En verrouillant la phase relative & +Z, on accéde aux variations de phase. On a ainsi un

variation de différence de photocourants.

1.5 Structure simplifiée du microscope électro-optique

Le microscope électro-optique est donc une détection homodyne utilisée pour mesurer des
variations de phase générées par effet Pockels. Des mesures de phase efficaces demandent un
asservissement pour verrouiller la phase optique, ce qui nous permet une lecture continue du
déphasage dit & I’échantillon (son intérét et son mode de fonctionnement sont détaillés au
chapitre 2). Afin d’avoir une résolution nous permettant une cartographie micrométrique, un
microscope confocal a été inclu dans la voie signal de I'interférométre. On a ajouté une table
piézoélectrique pour déplacer ’échantillon, ce qui nous donne la possibilité de cartographier

la zone d’intérét. Le signal est enfin traité sur une détection synchrone.

Un schéma de principe simplifié du microscope électro-optique est donné en fig. 1.8. La

version détaillée est donnée en fig. 2.14, page 56 aprés la discussion de chacun de ses éléments.

5 au moins au sens o nous ’entendons, c’est-a-dire avec une dynamique de deux ordres de grandeur au

minimum.
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F1G. 1.8: Le microscope électro-optique est une détection homodyne asservie pour mesurer les
variations de phase de I’échantillon. Par effet Pockels, ces variations de phase nous renseignent sur
les champs électriques présents dans I’échantillon. Ces champs peuvent étre intrinséques ou provenir
d’un potentiel que 'on a appliqué. Si les champs sont connus, on a alors des informations sur la
structure du tenseur électro-optique dans I’échantillon. L’asservissement est réalisé au moyen d’un
actuateur qui contréle la position d’un miroir. Un microscope confocal, inclus dans le bras signal
permet une résolution micrométrique. Couplé avec une table de translation trois axes, on a la possibilité
de cartographier les déphasages induits par effet électro-optique. Les variations de phase apparaissent
comme différence des photocourants obtenus en sortie de la détection homodyne (ils sont ensuite
traités par une détection synchrone). On utilise aussi ces photocourants pour 'asservissement de la
phase relative entre les deux bras de I'interférométre. On dénomme communément oscillateur local Ie
faisceau de forte intensité et signal celui de faible intensité. La détection homodyne ne fonctionne que

pour une intensité d’oscillateur local trés grande face a celle du signal.
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Chapitre 2

Principe de la microscopie

électro-optique

Le microscope électro-optique réalise ’association originale de techniques largement éprou-
vées séparément. Pour ce montage, on observe des modulations de phase dues & un effet Pockels
au moyen d’une détection homodyne, la résolution spatiale étant assurée par un systéme de
microscopie confocale. Les différents éléments du montage sont présentés dans ce chapitre,
I’accent étant mis en particulier sur leur application au microscope. Le principe général de

fonctionnement du microscope y est décrit.

2.1 L’effet Pockels

2.1.1 Bréve présentation des phénoménes non linéaires en optique

Cet instrument fait appel & des résultats issus de la longue liste de travaux en optique non

linéaire [38,53-59] et plus particuliérement en optique non linéaire moléculaire [60-64].
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Réponse d’un systéme a une excitation

Dans le cas le plus général, la réponse vectorielle P d'un systéme & une excitation vectorielle

E peut s’exprimer suivant un développement en puissances de E par :
=pY +Z/R(1 (t;7)E;, (1) dr+ (2.1)

Z // Rz( 2)122 (t§ 71, 7'2)Ei1 (7’1)E¢2 (7’2) drdry + -+
11,12

Z // /RZ(TZL”2 in t T1,T2,...,Tn)Eil(Tl)EiQ(TQ)---Ein(Tn)dTldTQ...dTn—l—

11,02,

ot i; sont les indices donnant les directions spatiales. R(™ est la réponse percussionnelle
d’ordre n. Notons qu’aucune hypothése n’est nécessaire pour cette écriture (autre que l'exis-
tence de ce développement).

Dans le cas d’un matériau soumis & un champ électrique E dont on observe la polarisation P,

0)

I’expression précédente se décompose en une polarisation statique PZ-( , une réponse linéaire

(1)

décrite par le terme suivant que nous écrirons P,

n)

et des polarisations non linéaires d’ordres
croissants PZ.( . L’électromagnétisme linéaire, et donc I'optique linéaire, sont décrits par ’ap-
proximation Pj(t) = PZ-(O) + Pi(l)(t). Une étude plus fine du matériau, généralement ouverte
a 'expérience par l'utilisation de champs électromagnétiques intenses, permet d’accéder aux
ordres supérieurs.

Pour un systéme causal et homogéne temporellement 'expression 2.1 peut étre mise sous la

forme d’une « multiconvolution » :

Fi(t) =Y P ()

PO = Y /.../RZ(;}M(TI,...,Tn)Eil(t—ﬁ)...Ein(t—m)dﬁ...dfn (2.2)
1.0 T1...7Tn >0

Il est possible d’adjoindre des dépendances spatiales & cette expression si besoin®.

! En tenant compte des dépendances spatiales, dans le cas d’un milieu spatialement homogéne, 1’expres-

sion 2.2 devient :

t) = Z Pl-(") (7,t) avec

PG = 3 [ [RGBt B (7 st = 70) o B (7= st = 72)

b1 z"‘rl T >0

dﬁl..‘dﬁndTl..‘dTn (2.3)
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On remarque que cette derniére est une généralisation du produit de convolution usuel a

une fonction a n variables que 1’on peut noter formellement comme ceci? :

PM =3 R +(Byo--0F,) (24)
i1...0n

Lorsque les produits de convolutions apparaissent, il est souvent utile de s’intéresser & la
transformée de Fourier. Ceci est d’autant plus vrai en optique que les temps caractéristiques
de variation de l'enveloppe sont trés grands devant les périodes mises en jeu (sauf pour les

lasers femtoseconde). En adoptant les conventions suivantes :

+o00 .

E(t) = /_ E(w)e ™" dw (2.5)
1 " e .

E(w) = 5 | E(t)e™t dt (2.6)

On aboutit au résultat :

ﬁ(n)(w) ://X(n) (w;wilv"'ﬂwin):E(wi1)®"'®ﬁ(wivl)

W1...Wn

d(w— (w14 Fwp))dwi...dw, (2.7)

Qui se réduit, dans le cas de N fréquences discrétes & :

—

PM(w) = x" (wywiy, ... owi,) 1 E(wiy) @ - @ E(wy,,)

avec w = wj; + - +wyy

et wj,, k € [1;n] choisie parmi +wy, ..., wy (2.8)
Phénoménes non linéaires courants

Les phénomeénes les plus courants en optique non linéaire sont résumés dans le tableau 2.1.1.

La diversité de ces effets fournit un grand nombre d’expériences permettant de sonder dif-

férentes propriétés de la matiére. Si I'optique linéaire permet d’accéder & une grande quantité

2 Les fonctions E;, sont vues comme des éléments d’un espace vectoriel. A ce titre, la notation ® reste
dans cette expression un produit tensoriel bien qu’il n’agisse pas dans ’espace géométrique « habituel ».
Cette notation prend le sens suivant : dans le cas général, la réponse d’un systéme n’est pas une fonction de
I’excitation, mais une somme de fonctionnelles portant sur un produit tensoriel de ’excitation. Ce point de vue
n’est pas uniquement une digression mathématique : lorsque ’on utilise les réponses non linéaires de matériaux,
on s’intéresse a des corrélations entre instants différents de I’excitation, que ce soit pour comprendre la réponse
du matériau (spectroscopie non linéaire,...) ou pour analyser finement lexcitation (autocorrélateurs,...) ce qui
correspond bien a I’étude de I’action d’une fonctionnelle sur un tenseur [65]. On représente d’ailleurs souvent

graphiquement ces problémes lorsqu’ils se limitent & deux dimensions sur des matrices.
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Principaux effets non linéaires
ordre | fréquences fréquence effet application
incidentes générée
1 w w: s AXEV Absorption Loi de Beer-Lambert
w: R AXEV Reéfraction, diffusion Optique géométrique
2 w, 0 w Effet Pockels Commutation optoélectronique
w, W 0 Rectification optique Génération d’hyperfréquences
2w Génération de seconde harmonique | Doublage de fréquence
w1, W w1 + wo Génération fréquence somme Spectroscopie
w1 — wo Génération de fréquence Spectroscopie
différence Amplificateurs et oscillateurs
paramétriques optiques
3 w, 0,0 w Effet Kerr électrique Commutation optoélectronique
w, —w, W w: AX@V Absorption a deux photons Limitation optique
w: R AX@V Effet Kerr optique Autofocalisation
Bistabilité optique
w1, Wo, wy | w1 +wy +ws | Mélange & 4 ondes Spectroscopie multidimensionnelle

TAB. 2.1: Présentation des effets linéaires et non linéaires des 3 premiers ordres ainsi que quelques unes de leurs applications.
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de renseignements sur la matiére, les phénoménes non linéaires ouvrent encore plus le champ
d’étude. On a ainsi accés aux transitions interdites dans les processus & un photon, on peut
mesurer des corrélations de tous ordres, etc.

On peut aussi mettre & profit ces effets non linéaires pour construire des systémes élaborés.
D’une maniére générale, 'amplification et le traitement du signal requiérent 'utilisation d’ef-
fets non linéaires, le traitement optique de 'information passe donc par l'utilisation de ces

phénoménes.

2.1.2 De I'hyperpolarisabilité microscopique aux non linéarités macrosco-
piques : quelques idées physiques

Les propriétés décrites précédemment sont macroscopiques. Le caractére non linéaire d'un
matériau nécessite une structure des composants microscopiques (maille cristalline, molécule
ou nano objet) exhibant ce type de propriétés a I’échelle nanométrique. A cela, doit s’ajouter
une organisation qui donne au matériau massif les propriétés de ses composants microsco-
piques.

Nous nous intéresserons uniquement dans cette partie aux matériaux moléculaires et aux types

d’organisations nécessaires pour avoir une non linéarité macroscopique d’ordre 2 [62,63].

Hyperpolarisabilité moléculaire

La diode moléculaire est un schéma élémentaire couramment retenu pour obtenir une
polarisation d’ordre 2 (fig. 2.1). Ces molécules, constituées d’un groupement donneur et d’un
groupement accepteur reliés par un pont conjugué, exhibent une hyperpolarisabilité non nulle.
Dans le cas de la diode moléculaire illustrée en fig. 2.1, la non centrosymétrie permet d’avoir
une réponse non linéaire ou les électrons se déplaceront préférentiellement du donneur vers
I'accepteur....sens a revérifier .... Ainsi, un champ électrique positif (selon le sens donné sur
la fig. 2.1) force un déplacement des électrons de I’accepteur vers le donneur, donc dans une
direction qui est facilitée par les propriétés des groupements aux extrémités de la molécule.
On a dans ce sens une forte susceptibilité. Pour un champ électrique négatif, les électrons
se déplacent moins car les propriétés des groupements donneurs et accepteurs s’opposent au
mouvement induit par le champ électrique. La susceptibilité est alors plus faible dans ce sens.
C’est ce déplacement préférentiel des électrons dans une direction, a ’échelle de la molécule,
qui justifie le nom de diode moléculaire. Dans le cas d’une excitation sinusoidale (& fréquence
unique), la polarisation fera apparaitre des harmoniques traduisant les hyperpolarisabilités
recherchées comme cela est illustré en fig. 2.2.

Bien entendu, pour une excitation avec une somme de sinusoides de fréquences différentes,
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F1G. 2.1: Susceptibilité non linéaire d’une molécule selon le schéma de la diode moléculaire. Exemple
du Disperse Red One. La courbe ne passe pas par l'origine a cause du moment dipolaire statique de

la molécule. (graphe sans échelles)

les phénoménes décrits dans la partie précédentent se retrouve a I’échelle nanoscopique. ....
phrase précédente & expliciter....
Dans le domaine fréquentiel, ¢’est-a-dire en travaillant avec des faisceaux monochromatiques,

on définit I’hyperpolarisabilité 87k par :

plwr +w2)r = €0 Prik (w1 +wz2) E(wi)y E(wa)k (2.9)

Le tableau 2.1.2 donne les ordres de grandeur courants de la polarisabilité et des hyperpolarisa-
bilités moléculaires. La valeur faible correspond au minimum utilisable pour des applications
raisonnables, la valeur typique & ce qui est facilement disponible et qui donne de bonnes

performances, la valeur haute & des matériaux aux propriétés exceptionnelles.

Idées sur la structuration des matériaux non linéaires

L’existence d’une hyperpolarisabilité moléculaire est une condition nécessaire, mais non
suffisante, pour avoir un matériau non linéaire a I’échelle macroscopique. La structure du
matériau doit garantir en outre la coopérativité des entités moléculaires microscopiques. On
peut regrouper les matériaux selon trois catégories génériques de propriétés non linéaires du

deuxiéme ordre dépendant de leurs structuration :

e La structure du matériau garantit une annulation exvacte de la polarisation non linéaire
induite.

Par exemple, une orientation « téte-béche » des molécules dans la maille cristalline
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F1G. 2.2: Réponse d’une molécule a un champ électrique. Décomposition de la réponse en série de

Fourier. (unités arbitraires, les ordres de grandeur des hyperpolarisabilités ne sont pas réalistes).

donne des interférences destructives entre les nouvelles fréquences générées. Ce point

est détaillé dans la suite.

e La structure du matériau donne des polarisations induites incohérentes.
On a, dans ce cas, une intensité totale proportionnelle au nombre d’émetteurs. Une
orientation amorphe rend les déphasages relatifs des ondes générées par chacune des

molécules aléatoires. Les générations de fréquences sont alors incohérentes.
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ordre | notation | valeur basse | valeur typique | valeur haute | unité (S.I.)
1 o 1072 1073 2.107%2 m?
2 8 2.107% 2.107% 2.107%7 m* V!
3 v 4.10750 4.10748 410746 m®. V2

définis par pu; = o (arsEy + Brox EjEx + arjkt EjEx Erp + .. .)

ol /I est le moment dipolaire moléculaire et E le champ électrique local

TAB. 2.2: Ordres de grandeurs des polarisabilités et hyperpolarisabilités moléculaires. Les valeurs
typiques sont celles couramment rencontrées. Les valeurs basses constituent le minimum acceptable
pour des travaux en optique non linéaire moléculaire. Les valeurs hautes référent a de trés bons

chromophores (et non pas nécessairement les meilleurs).

e Les polarisations induites sont mutuellement cohérentes grace a la structure du matériau.
L’intensité totale émise est alors proportionnelle au carré du nombre d’émetteurs. Une

orientation unique de molécules donne ce type d’émission.

Les trois catégories précédentes sont des cas limites. Un matériau orienté en phase fluide sous
champ électrique présentera une orientation moléculaire décrite par une statistique de Boltz-
mann, aboutissant alors a une polarisation induite partiellement cohérente. On passera de
polarisations incohérentes & des polarisations cohérentes en augmentant I'intensité du champ
d’orientation.

Les effets non linéaires étant généralement assez faibles, on cherchera souvent & se placer
aussi prés que possible du troisiéme cas. Font par exemple exception les mesures de diffusion

harmonique de la lumieére.

Dans le cas des effets non linéaires quadratiques, une émission cohérente requiert une
structure globalement non centrosymétrique. Illustrons ceci a 1’échelle microscopique.
Considérons un cas simple de structure centrosymétrique qui illustre physiquement le phéno-
meéne : les molécules sont orientées téte-béche (fig.2.3).

La distance intermoléculaire étant trés petite devant la longueur d’onde (donc a fortiori
devant la longueur de cohérence), on néglige les problémes de propagation. La molécule a

génére une polarisation, dans un repére qui lui est lié :
qu)J — 8], e EJ ® E?J (2.10)
a a a
Et pour la molécule b, dans le repére qui lui est lié :

i = she Bi] e B| =-ple-F| o-B| =@ @
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F1G. 2.3: Maille d’un cristal moléculaire ot les molécules sont orientées téte-béche.

L’ordre 2 des moments dipolaires induits s’annulent. Les mailles constituées par deux molé-
cules disposées téte-béche ne présentent pas de premiére hyperpolarisabilité, donc le matériau
massif est lui aussi inactif pour 'optique non linéaire quadratique.

On peut démontrer simplement ce résultat dans le cas général. Le changement de repére du

tenseur x(@ selon la transformation T est donné par :

2 2
XE‘]I){/‘ = ﬂi’ ,—T‘]J’ Tkk’ Xz("j)’k’ (212)
Pour l'opération de centrosymétrie, on a T;; = —d;;, ol 5Z-j est le symbole de Kronecker,
donc :
2 9 9
ngl)c = (—6ii) (—5jj’) (=) XZ(-/J»)%, = —ng; (2.13)

On a alors toujours pour les milieux centrosymétriques :

X = (2.14)

De I’hyperpolarisabilité a la polarisation non linéaire

Le terme de polarisation est utilisé pour la description des propriétés non linéaires du ma-
tériau macroscopique. La polarisabilité renvoie, quant a elle, au comportement du composant
nanoscopique. Malgré la différence de vocabulaire, qui spécifie 'ordre de grandeur de 1’étude,
et donc les phénomeénes spécifiques a prendre en compte, le principe physique est le méme.
La polarisation non linéaire est donc la somme des polarisabilités, en tenant compte de la sta-
tistique d’orientation et du facteur de champ local. On a ainsi I’expression générale suivante

pour le 2°ordre :

X (@1 + waswi,wa) =N f(wr) f(wa) f(wr +wn)

/ Brrsc(wr + warwr,wa) (1,0)(J, ) (K k) P(3) S (2.15)
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L’intégrale porte sur l'angle solide \Si Dans le cas d’'un alignement parfait, la probabilité
d’orientation P(\&'i) est décrite par une fonction de Dirac. Pour une orientation sous champ
électrostatique, on postule, & 1’équilibre, une loi de Boltzmann.

(1,3), (J,7) et (K, k) sont les cosinus directeurs des angles de changement de repére {1, J, K}
vers {i,j, k}.

f(w;) est le facteur de champ local : a I’échelle moléculaire, le champ vu est la somme du
champ extérieur et du champ créé par les molécules environnantes en réponse au champ local.
Le facteur de champ local donne la correction & apporter pour tenir compte de ce probléme
auto-cohérent. Selon le modeéle de Clausius-Mosotti [66] ou les relations d’Onsager [67], il

vaut :
er(w;) + 2

flwi) = ——7— (2.16)

P(ﬁ) est la probabilité pour un chromophore d’étre dirigé selon ’angle solide Q et N est la
densité de chromophores. [’angle solide est associé aux angles d’Euler : Q= (0, p,1). Dans
le cas de molécules unidimensionnelles, les deux premiers angles 6 et ¢ suffisent & déterminer

l'orientation des molécules individuelles.

2.1.3 L’effet électro-optique linéaire
Présentation générale de ’effet électro-optique linéaire

On dénomme souvent effet électro-optique tout couplage possible entre un champ élec-
trique statique® et un champ électromagnétique aux fréquences optiques. Nous restreignons
ici cette définition aux modifications de l'ellipsoide des indices d’un milieu sous I’action d’un
champ électrique statique, l'effet Pockels étant alors 'effet électro-optique linéaire. N’ayant,
pour U'instant, pas mis en évidence d’effets d’ordres supérieurs (tels que effet Kerr électrique)
avec le microscope électro-optique, ils ne seront pas abordés ici.

L’effet Pockels est un cas particulier de polarisation non linéaire. C’est la somme des généra-
tions de fréquences somme et différence d’un champ optique et d’un champ statique. Dans ce

cas, la polarisation non linéaire macroscopique du matériau est donnée par :
Xoh(w + Qw, Q) = Nf2(w)f(9)/ Bijr(w + Qw, Q).P(2) dS (2.17)

ou les coordonnées i, j et k renvoient au repére macroscopique. f(w) et f(£2) sont les facteurs
de champs locaux a fréquence optique et a fréquence nulle.

Les coordonnées macroscopiques ne conviennent pas a l’expression de I’hyperpolarisabilité

3 Nous considérerons comme statiques les champs d’une fréquence inférieure au GHz.
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pour laquelle les coordonnées moléculaires sont plus adaptées. En notant {I,.J, K} ce systéme

de coordonnées et (1,i), (J,7) et (K, k) les cosinus directeurs, 'expression 2.17 devient :

O+ 2509 = N PO Y [[ Bt + 050.9.P) (1.0).0.0)-(, k) it
1,J,K
(2.18)

En notant la fréquence du champ statique 2 et celle du champ optique w, la polarisation

a lorigine de l'effet Pockels est :

PP(w) = PP (w+9) + PP (w-0) (2.19)

avec PP (w+Q) =c0 > Xp(w+ Qiw, Q) B (w) By () (2.20)
Ik

et PPw—-0) =c0 > X w— Qw, —Q)E; (W) E(-9Q) (2.21)
7k

L’effet électro-optique étant un effet non linéaire du deuxiéme ordre, il ne peut apparaitre

que dans des milieux non centrosymétriques comme il a été montré en partie 2.1.2.

Point de vue adiabatique

La fréquence du champ statique est trés petite devant la fréquence du champ optique
(2/w < 107%). Le couplage entre les champs n’apparait pas aussi directement que pour les
processus de génération de somme ou de différence de fréquences optiques. Dans ces derniers
cas, on considére que le matériau couple les champs pour en générer un autre, alors que pour
leffet électro-optique, on peut considérer qu’a chaque instant le champ optique w « voit » un
champ électrique €2 statique.

On adoptera donc ici un point de vue adiabatique : comme la différence entre les fréquences
est importante, on peut considérer qu’a ’échelle du champ optique, le champ statique modifie
lentement le matériau sans se coupler directement au champ optique. Ce champ statique
modifie les propriétés du matériau dans lequel se propage la lumiére.

Formellement, cela revient & ’approximation :

Xg-;)f(w +Qw, Q) ~ ngl(w —Qw,—Q) ~ fo-i(w +0;w,0) (2.22)

La polarisation « Pockels » peut ainsi étre réécrite :

Prw) =2 <Z ) (w0 + 030, 0) (B (Q) + Ek<—ﬂ>>) Ej(w) (2.23)
i k

S (zz XZhw + 0, 0>Ek<o>> Ej(w) (2:24)
J k
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On peut mettre cette derniére expression sous la forme :

PP(w) = g9 xP o E(w) (2.25)
avec VP =2 Z xg,)c(w + 0;w, 0)Ex(0) (2.26)
k

On considére d’ailleurs souvent l'effet Pockels comme un peu en marge de l'optique non
linéaire?. On voit ce phénoméne non comme 'interaction non linéaire de deux champs électro-
magnétiques dans la matiére, mais comme ’action d’un champ électrique statique sur 'indice
d’un milieu. Ce point de vue, strictement équivalent, sera plus efficace pour le probléme que
nous considérons tout au long de cette thése. On interpréte physiquement ce point de vue en
remarquant que, sous champ électrique, on assiste a une redistribution de la géométrie des
électrons dans une molécule, qui se traduit par un déplacement des niveaux d’énergie et des
forces d’oscillateur (effet Stark), et une modification éventuelle de la statistique d’orientation
moléculaire. Les propriétés optiques du matériau telles que I'indice de réfraction peuvent ainsi

étre modifiées par le champ électrique.

Tenseur électro-optique

La relation constitutive entre le champ et le déplacement électrique est :
1
D;=¢ gii Ej ou E,=— i D 2.27
) Ozj: R 7 0 Zj:nm J ( )

ol g;; est le tenseur perméabilité diélectrique et 7;; le tenseur impermeéabilité diélectrique’ tel

que [n] = [¢] !, Dans un milieu diélectrique non absorbant, 7 est un tenseur réel symétrique.

On a ainsi :
E, Naz Moy Moz D,
E, =€ | Mzy Myy Myz D, (2.28)
E, Moz Myz  Naz D,

La densité d’énergie d’exprime alors par :

]l

E. 1
U= D) (779090 Dgzc + Nyy Dz2/ + N2z DE + 21y, Dy D, + 20y, Do D, + 212y DmDy) (2.29)

[\3 ‘

4 Historiquement, John Kerr et Agnés Pockels anticipent de plus de 60 ans I'optique non linéaire « laser ».

5 . ey . . . 7 . 2 2
Pourquoi utilise-t-on 7 alors que € semble si bien convenir? Parce que, pour la suite des événements,
il faudrait diagonaliser . Ce n’est pas bien difficile, mais cela alourdirait inutilement les expressions, d’ou la

simplification recherchée par cette notation.
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On définit Dellipsoide des indices comme étant la surface isoénergétique a partir de laquelle

on peut déduire toutes les propriétés de propagation et de polarisation du champ optique :
Nex 2 + Nyy v+ Nez 22+ 20y> Y2 + 2Mpr T2 4 2y vy = 1 (2.30)

En introduisant I'indice de réfraction et la notation contractée 1 = xz, 2 = yy, 3 = zz, 4 = yz,

5 =uxz, 6 = zy , cette expression devient :

1 1 1 1 1 1
(—2> :c2+<—2> y2+<—2> z2—|—2<—2> yz—|—2<—2> :Ez—|—2<—2> zy=1 (2.31)
nt/q n"/q n"/s nt/y n"/s n" /g

En se placant dans le repére principal, c’est-a-dire dans le systéme d’axe XY Z qui diago-

nalise la matrice de permittivité relative, I'expression de 'ellipsoide d’isoénergie devient :
nxx X2 +nyy Y2 4+nz22% =1 (2.32)

Annulant alors I'indice selon les coordonnées 4, 5 et 6.
Dans le cas de leffet électro-optique, un champ électrique extérieur modifie ’ellipsoide

des indices. On développe la perturbation en puissances du champ :

1 1\ ©

(m) ' = <F> ' + Z T‘ijEj + Z SijkEjEk + ... (2.33)
(] (2 j ]k

avec 4,5,k =1,...,6.

L’effet Pockels ne retient que le premier terme de ce développement en fonction du champ

électrique appliqué (le suivant correspond a leffet Kerr électrique). On a donc, de maniére

générale, en notation explicite :

5 51 T52 T53

A (7)), Tl T2 T13
A7), T2l To2  T23 Ex
Algr)y [ | ro mm2 o | Ey (2.34)
A(3s), T4l T4z T43 £
A (L) g
n
A (5z)

6 61 T62 T63

A cause de la modification de l'ellipsoide par un champ électrique, un milieu uniaze peut
devenir biaze. Les propriétés de symétrie du milieu considéré induisent des relations entre les
coefficients qui en annulent la plupart. Ce sera le cas dans les trois matériaux traités dans la

suite de ce manuscrit.
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Application au modulateur de phase

Le modulateur de phase utilisé comme référence pour le microscope électro-optique est
une cellule de KDP (phosphate de dihydrogénopotassium, N HyHsPOy) taillée perpendiculai-
rement & son axe optique (placé suivant z dans la suite).

Les propriétés de symétrie du KDP permettent de réduire son tenseur électro-optique a 3

coefficients [38,56] avec :

0 0

0 0

r41 0 0
0 T41 0
0 0 63

28 i)z

A

Eo

Fi1G. 2.4: Configuration du modulateur au KDP taillé perpendiculairement a son axe optique.

On montre en Annexe A que pour la configuration donnée en fig. 2.4 ot un potentiel

électrique V est appliqué sur le cristal, les variations de phase du faisceau valent :

Agpzﬂvz avec Vp = A (2.36)

o n3res
La notation retenue ici pour V; n’est généralement pas celle utilisée dans la littérature ot 'on
préfere étudier d’autres configurations.
Pour le cristal utilisé & A = 632,8 nm, on a V; = 7,4 kV.

Effet Pockels dans les films polyméres orientés

Dans les matériaux organiques, un ordre non centrosymétrique peut s’obtenir par ingé-
nierie cristalline, en matrice polymére avec une orientation (par méthode électrostatique ou
optique) ou encore en travaillant avec des couches monomoléculaires [68]. Le cas des poly-
meéres orientés sous champ électrique a été le plus exploité pour la réalisation de composants

optoélectroniques [69].
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Dans les composants réalisés, le tenseur électro-optique a approximativement (& champ « faible » )

la forme suivante :

0 0 =z
0 0 s
0 0

rij = "33 (237)

0 & 0

B0 0

0 0 0

avec
PN W) f(Q) Bz pE e(w) +2

= — =— et = 2.38
733 5n§ ou p kT et f(w) 3 ( )

Le facteur p donne « lefficacité » de 'orientation sous champ électrique, N la densité de
chromophores dans le matériau et f(w) est le facteur de champ local a la pulsation w.

Le détail du calcul donnant ce résultat est donné au Chapitre 4. Le champ électrique d’orien-
tation des chromophores n’étant pas dirigé totalement selon z, ni parfaitement homogeéne, ce
tenseur est une approximation valable & 10% prés. Le calcul analytique ainsi que les détails

sont donnés au Chapitre 4.

Effet électro-optique dans des films de Langmuir-Blodgett

Les films de Langmuir-Blodgett sont les structures qui se rapprochent le plus des mem-

branes biologiques.

F1G. 2.5: Angles relatifs au modéle d’orientation des colorants dans la membrane. Le chromophore
est orienté selon un angle 0y constant par rapport a la normale de la membrane (dit « angle de tilt »,

© étant Pazimuth aléatoire).
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On peut utiliser un modéle trés simple de colorants insérés dans une membrane. On dope
un seul c6té d’'une membrane avec des colorants qui s’insérent avec un angle 6y constant par
rapport a la normale. Avec le systéme de notation donné en fig. 2.5, on montre que le tenseur

électro-optique a la forme suivante :

0 713
0 0 r3
0 0
7’7;]' = "33 (239)
0 T13 0
r13 O 0
0 0 0
avec :
Ny f? Q
rg = —— f (wc?{zgl )Bzz2 sin® Bycos Oy (2.40)
N, f2 Q
re3 = — s f (wz‘zi )Bz22 2 cos® O (2.41)

Ny est la densité surfacique de chromophores et e est ’épaisseur de la membrane.

Les calculs sont détaillés au Chapitre 6 en section 6.1.2. On sera pas étonné de retrouver une
structure trés semblable & celle du polymére orienté : la répartition des chromophores a la
méme symétrie (Coo suivant z) . Seul le facteur 3 entre le 733 et le r13 disparait, il est donné

par le modéle de Langevin & faible paramétre d’ordre.

2.2 L’interférométrie homodyne

Le systéme de mesure des variations de phase est basé sur une technique d’homodynage
qui est la fonction « centrale » de I'instrument. Elle a été retenue pour la sensibilité exception-
nelle qu’elle permet d’obtenir au prix d’une mise en ceuvre techniquement et financiérement
abordable [50-52].

L’interférométrie homodyne consiste & mélanger un faisceau de faible intensité, dit signal,
portant les informations & un faisceau référence de forte intensité, dit oscillateur local. On
verra que la différence des intensités obtenues nous renseigne sur le faisceau signal. Le prin-
cipe théorique est détaillé dans ce chapitre, la mise en ceuvre pratique le sera dans le suivant.
Les dénominations homodyne et hétérodyne ne sont pas parfaitement fixées et font encore
I'objet d’usages parfois controversés. Dans le cas présent, on mélange un faisceau de fréquence
unique w (oscillateur local) avec un faisceau de fréquences w + pQ avec p € Z (signal). On
pourrait donc utiliser la dénomination d’interférométrie hétérodyne puisque les fréquences mé-

langées sont pour certaines différentes. Toutefois, la faible valeur de € permet a la chaine de
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traitement du signal d’enregistrer en temps réel le glissement de phase du signal par rapport a
Poscillateur local. Cette résolution temporelle nous permet donc de considérer ’enregistrement
non comme un hétérodynage, mais comme un homodynage avec une variation de la phase du

signal. C’est pour cette raison que j’ai retenu la dénomination d’interférométrie homodyneS.

2.2.1 Principe général

Le schéma de principe d’une détection homodyne est donné en fig. 2.6. L’amplitude dans

a,

a,

F1G. 2.6: Schéma de principe d’une détection homodyne. Le miroir est semi-transparent.

la voie signal est notée ag, elle est choisie arbitrairement a valeur moyenne réelle. On notera
I'amplitude de la voie oscillateur local aoe’® ot ¢ est la valeur moyenne de la différence
de phase entre les amplitudes du signal et de 'oscillateur local. aop, est donc aussi & valeur
moyenne réelle. Les amplitudes notées « sont reliées a 'amplitude du champ électrique a via
la relation a@ = /cega de sorte que l'on ait la relation simple I = |a|?. La polarisation a
été volontairement omise afin d’alléger les notations tout en ne restreignant pas le probléme
puisque seules les composantes de méme polarisation interférent. Elle sera occasionnellement
réintroduite lorsque ce sera nécessaire.

Les amplitudes émergeantes du miroir semi-transparent sont :

1 id
o= — |agLe” + « > 2.42
1 \/5 ( oL S ( )
1 id )
g = — (aoLe’” — « 2.43
2 \/é < oL S ( )

ce qui donne les intensités incidentes sur les photodiodes :

(2.44)

(2.45)

5 Et le nom ne changeant pas le phénomeéne physique...
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En fonction des sensibilités p; des détecteurs et des intensités incidentes I;, les photocourants

i1 et 19 valent respectivement :

il = P1 [1 (2.46)
ig = P2 [2 (2.47)

Afin d’équilibrer la détection homodyne, on fait la différence entre les photocourants pondérés.

Cette fonctionnalité, non représentée sur le schéma 2.6, est intégrée aux préamplificateurs :
. . P1 .
di_ = 11 — 522 = P1 (Il — [2) (2.48)

On simplifiera la notation par p = p;. On notera qu’en pratique, la différence entre les
rendements quantiques des photodiodes est suffisamment faible pour qu’on puisse la négliger
dans le cadre de ce montage.

Afin de simplifier les calculs et les résultats, on ne raisonne pas sur le photocourant, mais
sur 'intensité lumineuse qui lui est associée. Les problémes de dissymétrie sur lesquels nous
renseigne la différence entre p; et po sont a prendre en compte lorsqu’on travaille avec des
états non classiques de la lumiére, ce qui n’est pas le cas avec le microscope électro-optique
présenté dans sa version actuelle.

La somme des photocourants vaut :

I, = L+D (249)

1 . 2 1 . 2
= 3 o€ + ag| + 3 ‘ozoLe“’j — Qg (2.50)
= Iop + Is (2.51)

et la différence des photocourants :

I- = L-D (2.52)

1 . 2 1 . 2
= 3 Qo€ + as| — 3 ‘aOLeld’ — Qg (2.53)
= aoale +al age (2.54)
— R <aOLa:ei¢) (2.55)

Pour calculer la variation de la différence des photocourants, on sépare valeur moyenne et

fluctuation dans les amplitudes :

Qo = O, + 0oy, (2.56)

g = 0 + dag (2.57)
L’expression 2.55, avec @y, et ag réels, donne au premier ordre en perturbation :

6 =2% (EOLéa;ei¢ + a;éaOLeid’) (2.58)
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Dans la détection homodyne, les intensités des voies sont volontairement trés déséquilibrées

de maniére & avoir I, > I3 et en particulier :
as < Qo (2.59)
Les fluctuations étant a priori du méme ordre de grandeur, la relation 2.58 se simplifie en :
SI_ = 2aq R (504;@"‘1’) (2.60)

Dans ce montage, c’est la variation de phase du faisceau traversant I’échantillon qui nous inté-
resse. On asservit alors le déphasage moyen & ¢ = 7, indépendant du temps. La relation 2.60

devient alors :

51 = 2aOL§R<5a;ei%) (2.61)
= 280, S (o) (2.62)

Les échantillons retenus font varier la phase du faisceau les traversant, mais ont trés peu
d’incidence sur sa polarisation et aucune sur son amplitude. On note Ay les variations de
phase subies par le faisceau signal traversant I’échantillon. On réécrit ainsi 'amplitude du
signal :

o = et (2.63)

L’expression précédente semble réductrice, car elle impose que Ay = 0, on ne peut donc
pas imposer un déphasage moyen non nul au signal. C’est cependant bien ce qui se passe
physiquement : la boucle a verrouillage de phase optique (décrite un peu plus loin) voit la
valeur moyenne de Ay comme étant une partie de ¢ (au signe prés). C’est une limitation du
microscope électro-optique : on ne peut pas mesurer les déphasages & trop basse fréquence. Ce
probléme, & considérer pour les échantillons biologiques, sera levé par un dispositif de balayage
présenté au dernier chapitre de cette thése.

Dans le cas de faibles valeurs de Ay, I'expression 2.63 devient :
das = g 1A (2.64)
Ce qui, introduit dans ’expression 2.62, améne au résultat attendu :

I = 200, S (it Ap) (2.65)
= 2a,.as5Ap (2.66)

En introduisant les intensités de chaque voie, la relation précédente devient :

ST =24/To, Is Ap (2.67)

Un asservissement a —3 donne le méme résultat au signe pres. On ne cherchera pas a

™

savoir si on asservit a +75 ou & —3, ceci n’a pas d’intérét dans la mesure ot le coefficient de
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proportionnalité (et aussi son signe) sera mesuré par une cellule a effet Pockels de référence.
Cette méthode permet aussi de prendre en compte le taux de recouvrement des faisceaux qui

a été considéré parfait dans ce calcul.

2.2.2 Le systéme d’asservissement

La détection homodyne ne mesure les variations de phase dans ’échantillon que si la phase
relative moyenne entre les deux voies est 5. On a alors deux possibilités : soit on laisse glisser
la phase et on enregistre « a la volée » les valeurs des photocourants lorsqu’on passe sur la
bonne quadrature [70], soit on 'asservit et on a un résultat disponible en permanence [52].
Dans le cas du microscope électro-optique, la premiére solution n’est pas intéressante. Aucune
autre quadrature que +3 ne nous intéresse, on illuminerait donc I’échantillon inutilement pen-
dant I'essentiel du temps de la mesure, accélérant par la son vieillissement. D’autre part, on
ralentirait la prise de mesures tout en prenant le risque de manquer un événement intéressant.
On a donc opté pour la seconde solution qui nécessite un asservissement. D’une maniére gé-
nérale, on ne retient la premiére méthode que lorsqu’on a besoin d’accéder & un grand nombre
de quadratures auxquelles P'asservissement s’avére difficile (au voisinage de 0 et ) [70, 71].
Dans le cas d’une détection homodyne verrouillée & une quadrature, ’asservissement de la
phase relative entre les deux voies revient a un asservissement de chemin optique modulo une
longueur d’onde. On stabilise ce chemin en déplagant un miroir sur la voie oscillateur local de

I'interférométre.

Principe général des systémes asservis

Le principe général d'un asservissement est donné en fig. 2.7, on emploie les notations

usuelles de la transformée de Laplace. Les asservissements sont utilisés pour stabiliser la

c(p) E®) Tam) s(p)

B(p)

Fi1G. 2.7: Schéma général d’un systéme asservi linéaire. La comparaison de la consigne c(p) avec ce
que renvoie la boucle de retour B(p) peut permettre de stabiliser le systéme : les écarts de s(p) a sa

valeur attendue sont pris en compte.

réponse de systémes ayant une forte tendance a fluctuer ou pour améliorer la qualité de la

réponse & une consigne. Ces deux applications sont utilisées simultanément pour le microscope
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¢lectro-optique : on rend les points de fonctionnement stables sur un voisinage de § puis on
verrouille la phase & cette quadrature.

Sans la boucle de rétroaction, la consigne ¢(p) est simplement modifiée par le bloc A(p). Pour
cette raison, A(p) est appelée fonction de transfert en boucle ouverte (FTBO) qui est la réponse
du systéme non asservi & la consigne autour du point de fonctionnement. Dans certains cas,
le point de fonctionnement n’est pas stable sans contre-réaction. La définition pratique de la
FTBO peut alors étre délicate car elle correspond & la réponse d’un sytéme autour d’un point
instable. C’est le cas du microscope électro-optique ; cette difficulté sera détaillée au chapitre
suivant.

En boucle ouverte, la sortie ne correspond pas exactement (ni instantanément) a la consigne.
Cet écart peut étre dii au temps de réponse du systéme, a des oscillations, & une incertitude sur
A(p), au bruit extérieur, etc. Afin d’améliorer la qualité de la réponse, on ajoute une boucle
de rétroaction qui va modifier le signal traité par le bloc A. Notons qu’on ne peut jamais
obtenir de réponse instantanée, on doit se contenter d’un compromis entre stabilité, précision
et temps de réponse. On obtient le systéme le mieux asservi possible quand la réponse générale
du systéme ne peut plus étre améliorée pour l'utilisation donnée.

Le principe physique d’un asservissement est le suivant : si la réponse est légérement supérieure
& ce qui est attendu, compte tenu de la valeur de la consigne, la boucle de rétroaction diminue
la valeur du signal d’erreur £(p). Ceci a pour effet de diminuer 'amplitude de la réponse. Le
phénomeéne se poursuit jusqu’a obtenir la valeur attendue. Dans le cas d’une réponse inférieure
& ce qui est attendu, c’est 'inverse qui se produit. La dynamique de la rétroaction donne des
systémes qui peuvent devenir instables si la réponse est trop forte ou si le temps de réponse
conduit & des oscillations.

Sous un autre point de vue, la réponse du systéme en boucle ouverte est A(p). Il est fréquent
qu’on ne puisse pas la modifier car elle dépend de paramétres physiques qui répondent &
d’autres contraintes parfois trés diverses. Si la réponse ne convient pas, on a la possibilité de la
modifier en utilisant une boucle de rétroaction qui modifie la commande du systéme de maniére
a s’approcher le plus possible de la fonction de transfert désirée. Toute la problématique des
asservissements repose sur la détermination de cette boucle de rétroaction.

Quantitativement, la réponse en boucle ouverte, c¢’est-a-dire sans rétroaction, est :

s(p) = A(p)-c(p) (2.68)

s(p) = A(p)£(p) (2.69)

e(p) = c(p) — B(p)-s(p) (2.70)
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Les deux expressions précédentes permettent d’obtenir la réponse du systéme en boucle fer-

mee : B A(p)
1+ A(p).B(p)

Le choix de B(p) se fait aprés la détermination (théorique ou empirique) de la FTBO. On doit

s(p) (p) (2.71)

surtout prendre garde a éviter les points annulant le dénominateur (A(p).B(p) ~ —1) qui

conduisent & un systéme instable ou oscillant.

Application au microscope électro-optique

On a besoin d’une image de la phase que 'on obtient & partir de la valeur moyenne de la

somme et de la différence des photocourants. La valeur moyenne de 2.51 donne simplement :
Ty =1Io, + I (2.72)

Quant a la différence, on obtient & partir de ’équation 2.55 :

7. = 2% (aOLa;eid’) (2.73)
_ 2@0La§%<e"¢) (2.74)
= 2¢/IoIs cos(o) (2.75)

Le courant I_ dépend de I'intensité du faisceau incident. Pour avoir une réponse indépendante

de l'intensité entrante, on utilise le rapport ;—’ comme réponse du systéme. On a en effet :
+

1 2T I5 cos(g)

-_— 2.76
I. Tou + Is (2.76)
Comme les intensités I, et Ig sont des fractions fixes de I'intensité injectée dans 'interféro-
meétre, on a, en notant Ry, = v o Rg= —L—
Iancctéc Ilnjcctéc

I_  2VRo.Rs
Voo 2.77
T. " Rop+ R cos(®) (2.77)

qui est indépendant de lijjectee-

Cependant, en pratique, Iinjectee fluctue trés peu et on asservit presque toujours & ¢ = 7,
c’est-a-dire & cos(¢) = 0, ou encore I_ = 0. On n’a donc pas besoin de normaliser le signal
entrant. Cette précaution est simplement utile pour les autres réglages de ’asservissement car
elle garantit facilement une excursion en phase de —m & +m sans avoir & se préoccuper de

I'intensité de la source.
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Les bruits a éliminer ont essentiellement deux origines : la dérive thermique d’une part et
les vibrations mécaniques et acoustiques d’autre part. Afin d’avoir un asservissement efficace,
on va traiter séparément ces deux phénomeénes [52].

Passée une heure de « préchauffage », les variations de températures des composants du mi-
croscope électro-optique ont cours sur des temps caractéristiques de la dizaine de secondes et
les dilatations des matériaux donnent des variations totales relatives des chemins optiques de
plusieurs dizaines de microns.

Les vibrations d’origines diverses (acoustiques, vibrations du sol, ventilation de I’électronique
de contrdle, table piézoélectrique trois axes,...) sont de fréquences plus élevées, typiquement
de 2 Hz a 20 kHz. Si la contribution mécanique provenant du sol peut étre quasi totalement
atténuée par le systéme antivibratoire de la table, on doit recourir a ’asservissement pour le
reste. Dans ces deux cas, les longueurs impliquées sont inférieures au micron.

Pour assurer une réponse électro-mécanique efficace, 'actuateur est composé d’une table de
translation de course maximale de 100 pm et de réponse inférieure & 100 Hz sur laquelle est
montée un anneau de céramique piézoélectrique de course maximale de 5 ym et de fréquence
de coupure 75 kHz. On compense donc les grandes fluctuations de basse fréquence et les faibles

fluctuations de fréquence élevée avec des composants séparés.

Dans le cas du microscope électro-optique, on modélise ’asservissement en ajoutant le

signal électro-optique a mesurer et le bruit extérieur (fig. 2.8). Le bruit est noté b(p) et le signal

eo(p) —
cP)— 5 | &(p) AE) b(p) — 2 . s(p)

B(p)

F1G. 2.8: Schéma de I’asservissement du MEO autour de son point de fonctionnement. Cet asservisse-
ment, de conception assez classique, permet de stabiliser la phase relative entre le signal et ’oscillateur
local a la quadrature ¢ = 5. Le signal de sortie, a asservir est la valeur moyenne de la différence des
photocourants I_. Les éléments B(p), —1, . sont des modules électroniques. £(p) est la tension
de commande non amplifiée de I'actuateur piézoélectrique. A(p) est constitué de Pactuateur piézo-
électrique, de son amplificateur jusqu’a la réponse en déphasage relatif des voies du microscope. Le
deuxiéme bloc Y, correspond a la conversion de ces déphasages en différence de photocourant : il repré-
sente le passage du déphasage dans un microscope absolument non bruité a la sortie du différentiateur

du microscope réel.

électro-optique eo(p). On ne s’intéresse réellement qu’a un asservissement & la quadrature &7,
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c’est-d-dire & une consigne de valeur nulle. Elle est ajoutée & titre optionnel et n’est utilisée
que pour la calibration de l’asservissement. Le signe dépend de l'introduction on non de
Iinverseur dans la boucle de rétroaction. La fig. 2.8 donne le cas d'un systéme stable a 7 ; la

quadrature —3 est alors un point de fonctionnement instable”. Sans inverseur dans la boucle

s
2

est implicitement dans le systéme optique.

de retour, le systéme serait stable & —Z, ce qui signifie, vue I'expression 2.60, que l'inverseur

En boucle fermée, la sortie vaut :

s(p) = A(p)-(p) + b(p) + eo(p) (2.78)

et le signal d’erreur :
e(p) = =B(p).s(p)  (+c(p)) (2.79)

La réponse vaut donc :

5(0) b(p) N eo(p) < N c(p)A(p) > (2.80)

T 1+ A(p).Blp) 1+ Alp)-B(p) 1+ A(p).B(p)

Cette expression n’est valable qu’au voisinage du point de fonctionnement du microscope
électro-optique. Si on s’en écarte trop, I’expression devient non linéaire, on entre dans le cas
plus général des asservissements non linéaires.

On voit dans ’expression 2.80 que le microscope ne fait pas de différence entre le bruit et le

signal qui sont traités par la méme « fonction de verrouillage » W. Pour garder le

signal tout en éliminant le bruit, cette fonction doit avoir une fréquence d]z(lzjoupure inférieure
a la fréquence du signal qui doit donc étre au deld du bruit. En deca de cette fréquence, tout
est considéré comme du bruit. Techniquement, la fréquence de coupure de ’asservissement
est réglable de 1 kHz & 20 kHz et le signal est choisi entre entre 80 kHz et 1 MHz. Ce point
sera particuliérement contraignant pour les mesures en électrophysiologie dont les signaux
ont une fréquence caractéristique généralement inférieure au kHz. On ne peut pas baisser la
fréquence de coupure de cet asservissement trop bas sans s’approcher de zones ot le bruit est
trop important. On déstabiliserait le systéme et on I’écarterait dangereusement de son point

de fonctionnement.

7 Vérifions que la quadrature ¢ = 5 est stable. Pour cette quadrature, les fluctuations sont données par la
relation 2.67. Si s(p) augmente légérement au dessus de sa valeur d’équilibre, alors il en sera de méme pour
la sortie de B(p), ainsi le signal d’erreur €(p) va diminuer. La tension envoyée sur les cales piézoélectriques
diminuant, celles-ci vont se contracter légérement car la cale piézoélectrique est utilisée dans son mode « stan-
dard », c’est-a-dire en dilatation. La différence de chemin optique entre le signal et 1’oscillateur local diminue
légérement, donc Ae aussi. L’expression 2.67 donne alors que 6/_ diminue; on retrouve ainsi une diminution
de s(p). La boucle réagit donc & une augmentation du signal & asservir par une action tendant a le diminuer
(et inversement, toutes les grandeurs utilisées qualitativement ici étant algébriques). On a donc un systéme
stable pour la quadrature ¢ = 7. Sans inverseur dans la boucle de rétroaction, I'expression 2.60 permettrait

d’arriver au méme résultat de stabilité pour la quadrature ¢ = —3.
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On remarque qu’on ne peut pas définir aisément la réponse en boucle ouverte dans un tel
systéme, qui, est instable sans asservissement. En effet, le modéle donné ici n’est valable
qu’autour du point de fonctionnement (ig), c’est autour de cette valeur qu’il faut déterminer
la réponse du microscope a une variation relative de chemin optique. Cependant, en boucle
ouverte, la phase relative fluctue librement sans étre a priori au point de fonctionnement,
seul endroit ot I'on peut déterminer la FTBO. Une méthode particuliére de détermination
de la FTBO sans fixer le microscope autour de son point de fonctionnement est donnée en

section 3.6.2.

Identification avec une boucle a verrouillage de phase

On peut aussi assimiler ce systéme & un cas particulier de boucle & verrouillage de phase
(PLL pour 'acronyme de I’anglo-saxon phase locked loop) [72-74]. Le schéma général d’une
boucle a verrouillage de phase est donné en fig. 2.9. Elle est constituée d’un multiplieur analo-
gique, d’'un filtre passe bas de fréquence de coupure f., et d’un oscillateur contrélé en tension
(ocT). Ce dernier élément est un oscillateur dont la fréquence est une fonction affine de la
tension d’entrée.

Un signal modulé a la pulsation w, entre dans le multiplieur. Il est mélangé avec un signal de

ae(t) Voct as(t)

° o X \ o OCT ” °

Ws

F1G. 2.9: Schéma général d’une boucle a verrouillage de phase. Elle est composée d’un multiplieur,

d’un filtre passe bas, et d’un oscillateur contrélé en tension (OCT).

pulsation ws. Si la différence de fréquences est inférieure a la fréquence de coupure du filtre
passe bas f., il sort de celui-ci une tension de sortie proportionnelle au déphasage entre les
signaux. Si la différence des fréquences d’entrée du multiplieur est supérieur a la fréquence
de coupure du filtre (|fe — fs| > fc), alors la tension d’attaque de l'oscillateur est nulle. I
oscille donc a sa fréquence centrale sans tenir compte du signal d’entrée ae(t). On a donc une
plage de capture définie par la fréquence centrale de I’0OCT et la largeur du filtre passe bas :
[feentrale ocr — fe, feentrale ocr + fc]. En dehors de cette plage, la PLL n’accroche pas.

Si la sortie est trop en avance sur ’entrée, le déphasage diminue par rapport a sa valeur
d’équilibre, baissant alors la tension a 'entrée de l'oscillateur commandé en tension (OCT). La
fréquence de sortie baisse jusqu’a atteindre la fréquence d’entrée. On assiste au comportement
opposé pour une fréquence de sortie trop élevée.

Si la différence de fréquence devient soudainement supérieure a la fréquence de coupure du
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filtre passe bas, il en sort une tension nulle, donc la PLL décroche. Ce phénoméne apparait
aussi, si, pour générer une fréquence assez loin de sa fréquence centrale, ’'0CT demande une
tension Voer qui correspond a un déphasage de +3 entre fe et fs. On arrive dans ce cas, &
une zone instable, ol en augmentant légérement f., le systéme répond par une baisse de f;,
suivie naturellement d’un décrochage de la PLL. Ce phénoméne définie la plage de maintient.
Il se quantifie sans difficulté.

En portant ce raisonnement en équation, on fait apparaitre des comportements propres aux
PLL et que l'on retrouve dans le microscope électro-optique (les conditions de stabilité, le
principe des plages de capture et de maintien, ainsi que la linéarisation autour du point de
fonctionnement). Ces résultats sont nécessaires a la compréhension physique des problémes de
I’asservissement lorsqu’il « n’accroche pas » car I’absence de point de fonctionnement empéche

dans ce cas de le considérer comme un systéme asservi linéaire.

Le microscope électro-optique peut se représenter suivant le schéma de principe donné en

fig. 2.10. La différence principale avec les boucles a verrouillage de base réside dans l'oscillateur

Og détection s systéme

a
homodyne piezoélectrique * oL

F1G. 2.10: Synoptique du microscope électro-optique selon le schéma général d’une boucle a ver-

rouillage de phase.

controlé en tension. Dans un OCT la pulsation w générée est fonction affine de la tension
d’entrée Voor. Dans le cas du microscope électro-optique, la commande se fait par un actuateur
piézoélectrique sur lequel est accolé le miroir mobile de l'interférométre, c’est donc la phase
¢ qui est fonction affine de la tension de commande Vjjigso. (Par la suite, nous confondrons
proportionnelle et fonction affine pour simplifier la notation; on pourra vérifier que cela ne
pose pas de probléme car stricto sensu tout est fonction affine dans la mesure ou la phase est
définie & une constante prés et dans le cas des oscillateurs commandés en tension, un réglage
de la fréquence centrale d’oscillation est nécessaire.)

L’identification se fait via les relations suivantes :

d
wo Voor 5 @ Vpicwo e w= k4 donc Voerp

dt

d Vpiézo

- (2.81)

On en déduit donc les équivalences de composants données en fig. 2.11. Le point de vue
« PLL » qui a été adopté ici, montre que le role de 'asservissement est de caler la phase de
Poscillateur local sur la phase du signal qui est beaucoup moins intense. C’est un intérét de

certains systémes & boucles a verrouillage de phase, tels que ceux utilisés dans les récepteurs
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Microscope électro-optique Boucle a verrouillage de phase
systeme | — / dtt—| ocT [—e
piézoélectrique

détection d
o o o— — \ - e
homodyne X dt

. .

F1G. 2.11: Equivalence entre les éléments du microscope électro-optique et d’une boucle a ver-

rouillage de phase.

radio qui asservissent la phase de 'oscillateur local, utilisé pour la démodulation, sur le signal
recu, d’intensité plus faible. Et de la méme maniére que pour une radio ou ’on cherche la fré-
quence centrale d’un signal modulé, ’asservissement du microscope électro-optique verrouille
loscillateur local sur la phase moyenne du faisceau signal qui, lui aussi est modulé.

Nous n’approfondirons pas plus ce point car seuls ces résultats ont été réellement utilisés jus-
qu’a présent. Il est cependant possible que lors des phases d’optimisation futures il se révéle

nécessaire de quantifier cette partie pour améliorer la qualité de I’asservissement.

2.3 La microscopie confocale

2.3.1 Principe de la microscopie confocale

La qualité des images de fluorescence obtenues en microscopie conventionnelle est limitée
par I’émission des fluorophores hors plan focal : on peut avoir un halo qui réduit la qualité
de I'image. La microscopie confocale résout ce probléme en utilisant la méthode astucieuse
présentée ici dans le cas le plus général. Elle est largement utilisée en biologie [75] car elle
permet d’obtenir des images en trois dimensions d’objets diffusants & structure complexe. Le
principe général qui est décrit dans les lignes suivantes a été adapté a différentes applications
particuliéres.

Le principe de base est illustré en fig. 2.12.

Dans un systéme de microscopie confocale, 'image du plan de I’échantillon que I’on souhaite
observer est projetée sur un diaphragme dont 'ouverture est appelée trou de confocalité (ou
pinhole). Seule la lumiére provenant du foyer de 'objectif (rayons verts) peut passer a travers

le trou de confocalité. L’image d’un point du plan focal situé hors axe optique, est bloquée
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lentille trou de

échantillon objectif  de tube confocalité photodiode
/A A A
i
\ \ A\

F1G. 2.12: Schéma de principe général de la microscopie confocale.

par la monture. L’image d'un point d’un plan en amont ou en aval du foyer (rayons rouges)
est en aval ou en amont du diaphragme. La lumiére provenant de ces points ne peut que
trés peu franchir le trou de confocalité. Semi-quantitivement, on montre que seule la lumiére
provenant du volume focal franchit le diaphragme et accéde & la photodiode quand le trou de
confocalité est choisi comme étant I'image de la tache d’Airy [75].

La notion de profondeur de champ n’est plus basée sur le méme principe qu’en imagerie
paralléle, on ajoute & la résolution transversale du microscope conventionnel une résolution
longitudinale. Cependant, la microscopie confocale ne permet d’obtenir une image que point
par point. Pour reconstituer une coupe, et a fortiori une structure tridimensionnelle, un ba-
layage de I’échantillon est impératif. Selon le cas, on déplace soit ’échantillon au moyen de
cales piézoélectriques soit le faisceau avec des déflecteurs. Ces deux techniques imposent un
temps d’acquisition minimum pour une résolution donnée. Dans le cas du microscope électro-
optique, un premier systéme qui n’autorise qu'un balayage lent (au moins une seconde par
image) a été monté pour les composants optoélectroniques. Un second dont la fréquence, bien
plus élevée, n’est limitée que par la technologie choisie (piézoélectrique, acousto-optique,...)

est envisagé pour les applications biologiques.

2.3.2 Application au cas particulier du microscope électro-optique

Le dispositif monté ici a deux utilités un peu en marge des techniques de microscopie
confocale classique.
Il sert, d’une part, a filtrer la lumiére parasite diffusée en amont et en aval du foyer. Les échan-
tillons réalisés en salle blanche ne sont pas parfaits et des poussiéres peuvent se déposer lors
des manipulations ultérieures. La lumiére diffractée par ces poussiéres ou ces inhomogénéités,
ou diffusée par I’état de surface, est alors éliminée par le trou de confocalité. C’est notamment
le cas, lorsqu’on illumine longuement (quelques minutes) un méme point : on « troue » le

polymeére et le mode spatial du signal est ainsi fortement modifié.
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D’autre part, les milieux utilisés sont transparents mais l'indice de réfraction n’est pas homo-
géne, on peut assister a des phénoménes de réfraction qui perturbent la structure du front
d’onde. Les perturbations dues & cette modification peuvent devenir importantes au point de
faire chuter le taux de recouvrement de 30%. Bien qu’éliminer les composantes trop loin du
mode TEMgy avec lequel on travaille ne puisse pas augmenter I'amplitude des interférences,
cela améliore nettement le contraste. La composante continue enregistrée sur les photodiodes
qui vient de 'absence d’interférence entre des faisceaux de structures spatiales différentes est
alors considérablement réduite.

Notons aussi que d’un point de vue purement pratique, le trou de confocalité aide a super-

poser les faisceaux signal et oscillateur local en leur donnant une structure spatiale semblable.

Notre utilisation de la microscopie confocale se rapproche ainsi de systémes de microsco-
pie inversée : la pompe n’illumine déja qu’un point, le trou de confocalité sert, en retour,
a éliminer la lumiére provenant des points hors axe bien moins nombreux que dans le cas
d’une illumination en champ large. Cependant, il faut remarquer que si la variation de phase
apparait sur un plan, en amont ou en aval du point focal, tout le faisceau en sera affecté et
le trou de confocalité ne pourra pas ’éliminer. Contrairement au cas de la fluoresence ou la
lumiére est réémise statistiquement dans toutes les directions, la modulation de phase laisse
le faisceau cohérent : tous les rayons ayant subi un méme déphasage en amont ou en aval du

plan focal passeront quand méme par le trou de confocalité.

Dans le cas d’un objectif et un condenseur de méme ouverture numérique, la résolution

vaut :

A
R=0,615= (2.82)

ou ON est 'ouverture numérique du microscope. Le diamétre de la tache d’Airy sur le trou

de confocalité est donné par :

A
D =GR =0,61G 5 (2.83)

G est le grossissement du microscope.

Dans notre, cas, cela donne une tache d’Airy (donc un diameétre de trou de confocalité) de
12 pm. Aprés un certain nombre d’essais, il est apparu intéressant d’augmenter largement
cette valeur (40 pm). Les défauts sont presque aussi bien éliminés, mais le front d’onde de la

composante TEMgg n’est pas altéré. Un trou de confocalité d’une taille trop proche de la tache

d’Airy modifie tellement le faisceau que les interférences sont trés mauvaises et inexploitables.
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2.4 La détection synchrone

Pour améliorer la qualité de la mesure on utilise une détection synchrone. Dans le cas d’un
signal enregistré périodique, on peut augmenter le rapport signal & bruit en augmentant le
facteur de qualité du filtre éliminant le bruit. Cela revient & intégrer sur un temps plus long.
L’énergie du signal étant proportionnelle au temps et celle du bruit I’étant & la racine carrée
du temps, le rapport signal & bruit augmente comme la racine carrée du temps. Comme on sait
difficilement réaliser des filtres avec un trés grand facteur de qualité (donc de bande passante
étroite) a une fréquence non nulle éventuellement variable, on a recourt (.... ou recours....) au
principe de la détection synchrone dont le schéma général est donné en fig. 2.13.

Un systéme linéaire est excité a la pulsation w par :
e(t) = ecos(wt) (2.84)
Sa réponse, a la méme fréquence puisque le systéme est linéaire, est :
r(t) = Aecos (wt + ¢) + b(t) (2.85)

On a ainsi une réponse & la fréquence d’excitation, a laquelle s’ajoute le bruit. La fonction de
transfert H (w) = Ae'? caractérise la réponse du systéme, c’est elle qu'on cherche & déterminer.
Au moyen d’un premier filtre passe-bande, on élimine les parasites importants et, on amplifie
éventuellement le signal.

La réponse du systéme, éventuellement filtrée (du secteur ou d’autres parasites), est multipliée

par le signal d’excitation. On a alors le produit :

p(t) = ecos(wt). (Aecos (wt + ) +b(t)) (2.86)
2
= TA (cos(p) + cos(2wt + ) + e b(t) cos(wt) (2.87)

Le signal, éventuellement noyé sous le bruit, est multiplié par une sinusoide de méme
fréquence. Il est ainsi déplacé & fréquence nulle et a sa fréquence double. Au moyen d’un
filtre passe bas, dont on peut aisément faire varier la durée d’intégration, on ne garde que la
composante de fréquence nulle.

Ainsi, la détection synchrone permet de déplacer le réponse d’un systéme vers une gamme
de fréquence ou le bruit est plus faible. Ensuite, le retour & fréquence nulle permet d’utiliser
des filtres passe-bas dont on sait ajuster la fréquence de coupure sans limitation. On réalise
donc un filtre & trés grand facteur de qualité qui, dans certains cas, peut renseigner sur la

phase de la réponse.

2.5 Schéma de principe du microscope électro-optique

Le schéma de principe du microscope électro-optique est donné en fig. 2.14. Il se résume
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F1G. 2.13: Schéma de principe d’une détection synchrone. Un systéme physique est attaqué avec
un signal modulé a la fréquence w. Sa réponse r,, amplifiée et préalablement filtrée est multipliée
par le signal d’entrée éventuellement déphasé. Un filtre passe bas permet de ne conserver que la
composante continue qui contient l'information recherchée sur la fonction de transfert du systéme
physique. Dans la détection synchrone utilisée pour le microscope électro-optique (EG&G Princeton
Applied Research model 5302), les multiplications en paralléle par le signal d’entrée non déphasé et

déphasé de 5 permettent d’obtenir simultanément le déphasage et le gain du systéme physique.

essentiellement en l'intégration des éléments préalablement détaillés. La difficulté principale
vient de ’association de ces techniques qui sont bien éprouvées indépendamment, mais dont
les contraintes ne sont pas aisément compatibles. On notera que la principale perte de sensibi-
lité du microscope vient de I'introduction du dispositif confocal dans la détection homodyne,
ce qui limite assez fortement le recouvrement des faisceaux. Le détail technique de ces points

est présenté au chapitre suivant.

Les « aiguillages » optiques nécessaires a la détection homodyne et a son asservissement
sont réalisés avec des jeux de lames d’onde et de cubes séparateurs de polarisation.
L’intensité relative entre le signal et 'oscillateur local est réglée en jouant sur la lame demi-
onde précédant le cube séparateur de polarisation 1. La polarisation du faisceau traversant
I’échantillon est réglée en jouant sur les deux lames demi-ondes se trouvant de part et d’autre
du microscope confocal. Le faisceau signal traverse ensuite le cube séparateur de polarisation 2
en direction du mélangeur. La polarisation de l'oscillateur local est modifiée pour qu’il traverse
le cube 2 vers l'actuateur piézoélectrique. La lame quart d’onde est orientée de maniére a
changer la polarisation linéaire horizontale en une polarisation circulaire droite. Aprés réflexion
sur le miroir fixé sur 'actuateur piézoélectrique, la polarisation est circulaire gauche, puis
devient linéaire verticale & la sortie de la lame quart d’onde. Le cube séparateur de polarisation
dirige alors I'oscillateur local vers le mélangeur. On voit que 'actuateur joue sur la longueur
de la voie de 'oscillateur local. La lame demi-onde suivant le cube 2 tourne les polarisations
des faisceaux incidents (signal : horizontal, oscillateur local : vertical) de 45 ° . Le cube 3 envoie
ainsi vers une photodiode % (aOLei¢ + as) et vers l'autre % (aOLei¢ — ozs). L’évolution des

polarisations autour du troisiéme cube est illustrée en fig.2.15.



56

Principe de la microscopie électro-optique

Verrouillage de la phase optique
N\
/\
Détection synchrone

(%

c
>
—
g
R A
2 e
®
= N
3 g
Q

F1G. 2.14: Schéma de principe détaillé du microscope électro-optique.
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I

F1G. 2.15: Jeu de polarisation dans le « mélangeur » (cube séparateur 3). La lame % est orientée a

22,5 *de la verticale.

Le schéma de 'asservissement est conforme & ce qui est décrit dans la partie 2.2.2. Les
problémes de mise en ceuvre sont essentiellement d’ordre technique, les détails sont donnés en
partie 3.6.3.

La détection synchrone permet d’accéder non seulement & ’amplitude de la modulation de
phase, mais aussi & sa phase. L’amplitude de sortie de la détection synchrone est propor-
tionnelle a r;;E;. Le coefficient de proportionnalité (entre r;;E; et la sortie de la détection
synchrone) est déterminé par l'enregistrement de la modulation créée par une cellule a effet
Pockels, taillée perpendiculairement a l’axe extraordinaire, de V, connu, introduite dans la
voie signal aprés le dispositif confocal. Il est illusoire d’utiliser un facteur de proportionnalité
qui serait déterminé théoriquement car il serait entaché d’une erreur trop importante. De
plus, en I’état actuel du montage, le taux de recouvrement des faisceaux fluctue quelquefois
assez fortement (£5% sur une dizaine de minutes). L’utilisation d’une référence est donc la
méthode la plus simple et la plus fiable.

La phase de la modulation de phase optique (!) est donnée par la détection synchrone; on
peut aussi la mesurer directement & 1’oscilloscope si les signaux sont peu bruités. La phase,
qui vaut toujours 0 ou 7 (sauf artefact si on s’approche trop des fréquences de coupure des
électroniques) nous renseigne sur le signe de r;; E;. Comme le signe de Ej; est généralement
connu, on peut déterminer le signe de la composante du tenseur électro-optique. En jouant
sur les polarisations du faisceau sondant 1’échantillon, on détermine toutes les composantes

de ce tenseur : pour cela, les deux lames demi-onde situées de part et d’autre du microscope
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confocal ont été montées sur des moteurs pour étre tournées simultanément. On adaptera,
selon le cas, la polarisation aux composantes qui nous intéressent. En neurophysiologie, par
exemple, seul le r13 nous intéressera (voir Chapitre 6).

La microscopie électro-optique est la seule expérience permettant une mesure de la phase sans
cristal de référence. Les autres expériences 70,76, 77| ne donnent pas directement accés a la
phase. Il faut soit ajouter un cristal de référence sur une autre voie et faire interférer les deux
faisceaux a 2w |70, 77|, soit ajouter un cristal aprés I’échantillon et observer les variations

d’intensité lumineuses venant du signe des composantes du tenseur de x(? [76].

Pour cartographier les échantillons opto-électroniques, le porte échantillon est monté sur
un support piézoélectrique trois axes. La vitesse de déplacement (au moins 2 secondes pour
une carte de 64 points) ne permet que la cartographie des échantillons dont le comportement
est trés reproductible. Un autre systéme de balayage, présenté au Chapitre 6 sera implémenté

pour les échantillons biologiques dont le comportement n’est pas nécessairement reproductible.

Pour donner, dés maintenant, un ordre de grandeur, le déphasage le plus fin mesuré (rap-
port signal & bruit valant 1) dans une cellule de KDP taillée perpendiculairement & l'axe
extraordinaire, sur un temps d’intégration de 50 ms, modulé & 70 kHz, est 2,3.10~" rad (équi-
valant & une tension d’excitation de 0,54 mV). Comme on le verra aux Chapitres 3 et 4,
dans le cas d'un composant polymére (mettant cette fois-ci pleinement en ceuvre la résolution
spatiale), dans les mémes conditions le déphasage le plus fin mesuré est de 4.10~7 rad. En
mode cartographie, on a obtenu 2.107% rad (dans ce dernier cas, on est trés perturbé par les
vibrations de I'asservissement de position de la table piézoélectrique). Ces résultats sont tout
a fait reproductibles.

Notons que 'on peut améliorer les mesures en augmentant le temps d’intégration de la détec-
tion synchrone. Pour l'instant, nous n’avons pas eu de probléme & ce niveau dans la mesure
ou la précision obtenue est suffisante pour un temps d’intégration déja trés court. L’étape
limitante est, en pratique, le temps de déplacement de la platine piézoélectrique! Une étude
quantitative de la précision de la mesure en fonction du temps d’intégration sera nécessaire

dés que l'on s’approchera des applications a la biologie.

2.6 Limitations techniques et influence des défauts

Un grand nombre de défauts du montage peuvent perturber le fonctionnement du micro-
scope électro-optique, au point, pour certains, de risquer d’affecter sérieusement la qualité
des mesures. Tous ne peuvent pas étre pris en compte : I’étude aurait été déraisonnablement

longue et inutile. J’ai choisi de ne présenter que les défauts les plus couramment rencontrés
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et ceux qui ont posé un certain nombre de difficultés techniques.
L’étude des défauts est un probléme technologique, mais, qui peut remettre en cause la faisa-

bilité de I'instrument. Elle est a considérer dés ’étude théorique.

2.6.1 Deéfaut de recouvrement des faisceaux

Reprenons le calcul de la section 2.2.1, en considérant que le recouvrement des faisceaux
n’est pas parfait. On note le recouvrement en intensité des faisceaux 7%.

L’équation 2.43 devient alors :

o) = % <\/ﬁaOLei¢ + \/ﬁas> (2.88)
ol % <\/ﬁ aoLe’® — \/ﬁas> (2.89)

en notant o Pamplitude des champs ayant interférés.
Une fraction 1 — 7 de l'intensité de chacun des faisceaux n’interfére pas. Elle est simplement

partagée par le miroir semi-transparent. On a alors les intensités suivantes a la sortie du

miroir :
/ 2 (IOL +Is) (IOL +Is)
h=nlal + 1 —n—5—"=nh+ ({1 -n—F5— (2.90)
Ioy, + I Ioy + I
B = ool + (- B, g et ) (291)
La différence des photocourants vaut alors (au lieu de 2.67) :
I' =nl_ donc ST =2n\/ToL Is Ap ou SI" =ndl_ (2.92)

La somme est bien entendu inchangée. On voit que le principe général de la détection homo-
dyne n’est pas affecté par un recouvrement partiel des faisceaux. La sensibilité est simplement
diminuée. C’est strictement équivalent & une baisse de contraste dans un interféromeétre du
type Michelson lorsque la cohérence temporelle ou spatiale n’est pas parfaite. On notera
d’ailleurs que le défaut de recouvrement considéré ici n’est pas nécessairement da a la diffé-
rence de mode spatial. Il peut étre simplement di & un défaut d’alignement. Le phénoméne
prépondérant sur le microscope électro-optique est la différence de taille, de divergence et
de mode transversal entre le signal et 'oscillateur local. Le passage du signal & travers les

objectifs de microscope modifie sensiblement le mode spatial. Celui-ci n’est que partiellement

8Pour étre parfaitement rigoureux et tenir compte de la différence de diamétre des faisceaux, il faudrait
considérer deux taux de recouvrement : 7s et 7mo.. L’expérience ayant montré que ce n’était pas utile, j’ai

préféré restreindre le calcul au seul cas observé pour ne pas trop alourdir le texte.
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rattrapé par le dispositif confocal qui ne fait que retirer les fréquences spatiales élevées du
profil du faisceau. La troisiéme cause (presque négligeable) de diminution du recouvrement
est due & la longueur de cohérence du faisceau et a la différence de marche entre les deux
voies.

Dans le meilleur des cas, le recouvrement obtenu était de 73%, mais il est plus généralement
de Vordre de 55%. C’est faible comparé aux expériences d’optique quantique utilisant une
détection homodyne pour lesquelles on dépasse un recouvrement de 95%. Cette valeur est
cependant obtenue dans des montages trés compacts et presque parfaitement symétriques sur
les deux voies, ce qui est loin d’étre notre cas. Une optimisation du systéme de microscopie
devrait permettre d’améliorer sensiblement ce recouvrement (en particulier un réglage plus
fin sur la translation longitudinale de la lentille aprés le trou de confocalité qui joue sur la
divergence du faisceau signal).

On retiendra que la sensibilité théorique du microscope est diminuée du facteur 7.

La technique de mesure est donnée en section 3.8.1, page 106.

2.6.2 Défaut d’asservissement

L’asservissement ne cale pas rigoureusement la phase relative a 7, soit & cause de la
qualité de I’électronique d’asservissement soit & cause des défauts de partage des faisceaux qui
affectent I_ décrits précédemment. Intéressons nous aux conséquences d’un écart € a cette
phase sur la sensibilité et les erreurs introduites par le microscope.

Dans ce cas, ’expression 2.60 devient :

SI_ = 2R (EOLéa:ei(%+E)> (2.93)
On a alors :
§1_ = —23 (@ordale”) (2.94)
= =23 (@oLday cose + it 00y sine) (2.95)
(2.96)

qui donne au premier ordre de perturbation selon chaque quadrature :

2

On en déduit donc la réponse perturbée par l'erreur d’asservissement de phase en utilisant

Pexpression 2.60 et la dérivée 01— = 2a@sR(das) -

g2 T
2 T,
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ou, dans cette expression en particulier, mais aussi les suivantes qui en sont issues, la notation
d renvoie aux fluctuations quadratiques moyennes.

Avec l'asservissement actuel, la phase est stabilisée a 0,1° (erreur quadratique moyenne sur
les durées typiques d’enregistrement d'un point, ici 1 ms). Ceci donne une erreur de 2.1073
rad & prendre en compte.

Ainsi le premier terme de I'expression 2.98 améne une erreur relative inférieure a 2.1076 qui
est totalement négligeable.

Le second terme de Iexpression 2.98 conduit & une erreur relative (conceptuellement équiva-

lente & un rapport signal a bruit de phase) de :

7OL
e i A e 9 (2.99)
relative — — - = .
I IsAp  28p I

La, le cas est beaucoup plus délicat car 'erreur relative dépend de la précision recherchée en

Ap. Il est plus intéressant dans ce cas d’exprimer l'erreur relative en valeur de Ay pour lequel
le rapport signal & bruit est égal & 1, c’est & dire les « variations de phase équivalentes de
bruit » :

Aeaun = gaji (2.100)
Les mesures de variation quadratique moyenne de l'intensité du signal sur 1 ms donnent
57—155 ~ 2.107°. On a ainsi une variation de phase équivalente de bruit de ApeqvB = 2.1078 rad.
On voit ici qu'une erreur statique sur 'asservissement de la phase est absolument & éviter.
Dans tous les cas, elle doit étre maintenue inférieure a 0,1%, ce qui se révéle parfois un pro-

bléme sérieux.

2.6.3 Problémes liés a la polarisation

Les « aiguillages » sont réalisés uniquement en jouant sur les polarisations. Bien que nous
ayons choisi des composants aux meilleures caractéristiques disponibles commercialement?,
les cubes séparateurs de polarisation présentent des défauts dont les conséquences doivent
étre évaluées. Les lames d’onde (d’ordre 0) sont de trés bonne qualité.

Je considére comme étant d’ordre 1, un défaut de séparation de polarisation d’un cube. Bien
entendu, selon que l'on travaille en transmission ou en réflexion, le défaut n’est pas le méme.
Cependant, 'ordre de grandeur restant le méme, il est légitime de les considérer au méme

ordre. Comme un défaut de séparation sur un cube se traduit par un défaut de polarisation'®

9 Je parle-la des caractéristiques ezactes qui différent bien souvent des caractéristiques annoncées par le

constructeur.

10 La polarisation incidente n’est pas exactement la polarisation attendue.
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pour la lame d’onde ou le cube suivant, on considére que ces défauts de polarisation sont aussi
d’ordre 1. Seront donc d’ordre 2 deux défauts (de séparation ou de polarisation) successifs.
Etant donné que le nombre de défauts d’ordre 2 est trés élevé et que leurs conséquences sont
nécessairement faibles face aux défauts d’ordre 1 (ces derniers ne se compensent pas), il n’est
pas nécessaire de mener une étude exhaustive & cet ordre. Les défauts d’ordre 2 ne sont étudiés
au cas par cas que s’ils semblent se présenter. On limite donc I'étude a lordre 1.

Les défauts de polarisation de la premiére lame demi-onde rencontrée ne sont pas a considé-
rer, le premier cube séparateur s’occupant en effet de partager les polarisations. Ces défauts
ajoutent juste une petite difficulté au réglage des intensités relatives entre les deux voies parce
qu’ils se traduisent par des comportements particuliers lorsqu’on s’approche des axes propres
de la lame. Cependant, 'utilisation des lames d’ordre 0 nous permet de réduire ce genre de
difficultés.

Les défauts de séparation du cube séparateur 1 n’ont pas de conséquence d’ordre inférieur &
2 sur 'expérience. En effet, ces défauts de séparation se traduisent par des défauts de pola-
risation avant le cube 2. Ce cube dirige les défauts provenant de la voie oscillateur local vers
la voie signal en contre propagation et inversement. On peut les observer sur le montage, ils
donnent des faisceaux parasites qui terminent leur course dans les montures.

Un défaut de polarisation créé par la lame quart d’onde ne pose pas de probléme car il est
redirigé vers 1’ oscillateur local.

On voit ainsi que jusqu’a la lame demi-onde du mélangeur, les défauts sont éliminés a I’ordre

1. Les conséquences des défauts apparaissant a cet endroit sont traitées maintenant.

Défaut d’équilibrage des polarisations (cube séparateur 2 et lame demi-onde pré-

cédent le cube séparateur 3)

On considére ici les défauts provenant d’une légére erreur de réglage ou un léger défaut de

la lame demi-onde du mélangeur. Le cube séparateur de polarisation 3 est ici considéré parfait.

La qualité de la lame utilisée détaillée dans le tableau suivant 2.3.
La tolérance est telle (A/300) que l'on peut négliger le caractére trés légérement elliptique

du faisceau en sortie.

Optique Fichou : lames demi-onde et quart d’onde ordre 0

traitées pour 633 nm, ouverture 15 mm

tolérance déformation

A/300 A/10

TAB. 2.3: Qualité des lames d’onde.
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Dans ce cas, les polarisations de I'oscillateur local et du signal restent linéaires mais ne sont
pas exactement a 45 ° de part et d’autre de la verticale, elles présentent des légers décalages

€oL €t s comme indiqué en fig. 2.16.

F1G. 2.16: Notations pour les défauts de rotation de polarisation en sortie de la lame demi-onde du

mélangeur (en modification de la fig. 2.15).

Pour clarifier les résultats, on utilisera les notations suivantes :

= % (2.101)
Ae = % (2.102)

Ainsi, € rapporte une erreur de réglage de ’angle de la lame demi-onde. On a € # 0 si 'axe
rapide de la lame n’est pas exactement & 22,5 ° de la verticale. On a habituellement ¢ ~ 1072
rad. Ae rend compte d’un défaut propre a la lame qui n’est pas exactement demi-onde si

Ae #£ 0. Ce défaut est trés faible parce que les lames utilisées sont d’ordre 0.

Ce qui donnera pour les calculs :

A

S +2 € (2.103)
A

o= C 5 c (2.104)

On a, utilisant les notations des figures 2.15 et 2.16 :

- 3
a1 = agLe®sin (% + EOL> + ag sin (Zﬂ + €S> (2.105)

- 3
ay = —age®cos <Z7T + €OL> — Qg COS (% + €S> (2.106)
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Un développement limité au premier ordre en €5, et €5 donne :

ao€'? oy ( EoLoLe™? Esas>
o] = +—4+ - + 2.107
IR NG (2.107)
ao €'’ ag (EOLaOLei¢ Es0g >
g = - —+ + 2.108
= h AT v v (2.108)
qui améne avec le changement de variable donné en expression 2.104
) = OéOLeid) + oy I EOés - aOLei(z) B AEM (2-109)
V2 V2 V2
QOL€i¢ - as as + OZOL62¢ OZOL62¢ - as
g = +e€ + Ae————— 2.110
d’ou :
a1 = (1 — A¢e) ajgn — eqatn (2.111)
ag = (14 Ae) agen + e (2.112)

ol aqth et oty sont les amplitudes sur les voies 1 et 2 pour un réglage parfait de la lame
demi-onde.

Les intensités valent :

I = (1 — Ac) Iy + 2o — 26(1 — Ae)R (a1enaihyy,) (2.113)
I = (1 + Ae)Iogh + €% Ion + 26(1 — Ae)R (q1enaisy,) (2.114)

Calculons le terme R (aqinad,y,) :

* 1 ; * _—1 *
R (1th0en) = §§R [(aOLew + as)(al e — ozs)] (2.115)
= 55}% [aOLaZL — asal — agLe®al + agLe_id’as} (2.116)
1 . .
=Io, — I — 5?)’1‘, [a;Le_“bas - aOLe"z’a:} (2.117)

L’argument de R est un imaginaire pur car c’est une différence d’un complexe et de son

conjugué. On a donc :

R (althaah) =1Io, — I (2.118)

Le systéeme 2.114 devient avec le résultat précédent au premier ordre :

L = (1= 2A8) Iy, — 26 (Ioy, — L) (2.119)
I = (14 2Ae) Iopn + 26 (Ior — Is) (2.120)
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Les sommes et différences des intensités valent alors, en fonction des sommes et différences

des intensités (théoriques) obtenues avec une lame sans défaut parfaitement réglée, :

I_|_ = I—I—th + 2Ae [—th (2121)
I =1y —2Ac Iy — 2 (Io, — I) (2.122)

On peut interpréter comme ceci les résultats précédents : € ne modifie pas la somme des
intensités enregistrées, en effet, cela agit juste sur la redistribution des amplitudes sur les voies
1 et 2. Par contre, la différence des intensités est modifiée, ce qui parait naturel, puisqu’on
déséquilibre la répartition des amplitudes.

On voit que d1_ n’est pas modifié par une erreur de réglage de la lame. On n’a donc pas de
perturbation du signal d’enregistrement. Par contre, la composante continue de la différence
des intensités, cruciale pour I'asservissement de la phase relative, est affectée par un mauvais
réglage de la lame. C’est d’autant plus important qu’on a I, > Is. En général, on résumera

ce défaut a un décalage de la composante continue de 2 (Ae + ¢) I5,..

Dans I’état actuel du montage, une erreur d’orientation de la lame € d’un degré est le maxi-
mum acceptable. Dans I'hypothése d’utiliser un oscillateur local plus intense, une meilleure

précision sera requise.

Défaut de mélange des voies (cube séparateur 3)

Bien que les cubes séparateurs de polarisation choisis sont les meilleurs disponibles sur
le marché pour notre application, ils ne sont pas parfaits. Il présentent des écarts assez im-
portants par rapport au cas idéal. Pour les cubes retenus (Melles Griot 03BPS045 : cubes
polariseurs de 20 mm traités pour 633 nm), on a les caractéristiques suivantes (les taux de

réflexion et de transmission sont donnés en intensité) :

Melles Griot 03PBS045 : cubes polariseurs de 20 mm pour 633 nm
Th Ry T R, taux d’extinction | déformation | déviation
> 98% | < 1% | < 2% | > 99% 100 A/2 5°

Ici, les polarisations sortant du cube ne sont plus exactement verticale en voie 1 et hori-
zontale en voie 2. On notera donc ces polarisations avec les vecteurs unitaires €y, et €.
Dans le cas d'un cube séparateur de polarisation non parfait, en utilisant les notations

habituelles rappelées en fig. 2.17, on a :

. 1 ; . ; .
a, = % [rv(aOLe’¢ + ag)éy + rh(aOLe’¢ - as)eh} (2.123)
. 1 ; . ; .
Ay = % [tv(aOLe"z’ + as)éy + th(aOLe’¢ - as)eh} (2.124)
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WG .

rv

h

F1G. 2.17: Notations des coefficients de réflexion et de transmission du cube séparateur de polari-

sation.

Utilisons les notations suivantes qui introduisent mieux les défauts pour les coefficients de

réflexion et de transmission du cube :

Th = &rh Ty = 1-— Erv (2.125)
th = 1-— €th tv = €y (2126)

On a avec ces notations ici €y, €pv, Eth, Etv <K 1.

L’expression 2.124 devient avec ces notations :

S 1 ; . , .

a1 = 2 [(1 — erv) (o€’ + a5)€ + &m(aoLe’” — as)eh] (2.127)
1 ; 3 —

Oy = NG [&tv(oéouf“ZS + as)éy + (1 — em)(aoLe™ — as)eh} (2.128)

En utilisant les notations aqtn et ot pour les amplitudes en sortie du cube considéré sans

défaut, le systéme d’expression précédent, devient :

dr = (1 — &) Q1th € + Erh Qth €1 (2.129)
Ay = €4y 1t € + (1 — €m) aoth €4 (2.130)
On a alors pour les intensités :
I = (1= &n)® in + €2, Lot (2.131)
Iy =i, in + (1 — &) Town (2.132)

donc pour la somme (avec un cube non absorbant traité a la bonne longueur d’onde) et la

différence :

I, = Iign + Iot, (2.133)
I =[(1-¢ev)?—c] Lun — [(1 —em)? — €] Lon (2.134)
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On a donc :
I+ — I+th (2135)
I :I—th_ [1—RV—|-TV] Ilth—l—[l—Rh—l-Th] Igth (2.136)
Or, on a I1th = Iogh & % On simplifie donc 'expression 2.136 en :
Loy,
I_ :I—th+[Rh_Tv+RV_Th] 7 (2137)

Le terme [Ry, — Ty, + Ry — T}] vaut de l'ordre de 1072 pour le cube utilisé. Ce défaut atteint
trés peu la mesure 61_. Par contre, la valeur moyenne de la différence d’intensité utilisée pour

I’asservissement est fortement affectée par ce défaut. On a en effet :

Lo

I =T g+ [Ry—T,+ Ry — Tq)] 5

(2.138)

Le défaut [Ry, — Ty + Ry — T} ne peut étre mieux défini : il faut alors procéder a une mesure

sur le cube séparateur.
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Chapitre 3

Réalisation technique du microscope

électro-optique

Cette partie est essentiellement technologique. Il s’agit 1a de présenter la réalisation concréte
de I'instrument ainsi que les choix techniques et technologiques qui lui sont associés. La struc-
ture générale de 'instrument, des points sur 'optique, 'optomécanique, 1’électronique, 1’as-
servissement et quelques éléments sur le pilote de l'instrument y sont passés en revue. Le

principe générique d’une mesure est présenté a la fin de ce chapitre.

3.1 Structure générale

La structure générale du montage est contrainte par les utilisations particuliéres qui en
seront faites. C’est & partir du schéma de principe, dans lequel ont été incluses ces contraintes,
qui a guidé la réalisation technologique du microscope. Les contraintes déterminant la forme

générale de I'instrument sont présentées dans cette section.

Dans la perspective d’études d’échantillons « fluides », c’est-a-dire biologiques ou micro-
fluidiques, il a fallu définir un systéme travaillant avec un échantillon horizontal. Ces échan-
tillons, d’épaisseur millimétrique, doivent pouvoir étre glissés entre le condenseur et ’objectif
de microscope. La mesure des différentes composantes du tenseur électro-optique demande le
contrdle de la polarisation traversant I’échantillon et ’analyse des signaux émergeant. D’autre
part, pour avoir une résolution tridimensionnelle, I’échantillon est fixé sur une translation
piézoélectrique d'une course d’environ 100 pm. Ces contraintes ont déterminé la structure
générale en imposant de travailler avec un bati qui les satisfont.

Les interférométres homodynes réalisés jusqu’ici étaient assez compacts et les deux voies

n’étaient séparées que sur une faible distance (30 cm de chemin optique tout au plus). Le
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microscope confocal, dans les conditions énumérées ci-dessus, impose de séparer les voies sur
une distance bien plus importante et d’introduire plus d’éléments optiques donc de perturber
davantage le front d’onde sur la voie signal. Dans la configuration actuelle, qui n’est pas opti-
male en terme de compacité, mais qui permet d’intervenir assez aisément sur les optiques, les
voies sont séparées sur un meétre environ. Pour réduire les perturbations sur une telle longueur,
le microscope est monté sur un banc isolé et enfermé dans une boite (fig.3.1). L’électronique a
été concentrée dans une baie extérieure, seul le préamplificateur étant a proximité des photo-
diodes pour réduire les conséquences des perturbations dans les cables. Notons au passage que
le laser utilisé (un Hélium-Néon de 3,7 mW) est sur le banc, dans la boite. Son échauffement
pose actuellement probléme, une autre solution étant en cours d’étude.

Mise & part la détection synchrone (commerciale), toute I’électronique a due étre congue spé-

]

F1G. 3.1: Photographie générale du montage. L’éléctronique de traitement et de pilotage est regrou-
pée dans la baie, a gauche, 'optique est dans la boite noire. Seul un bloc de préamplification des

signaux est adjoint & I'optique pour limiter les parasites.

cifiquement pour le microscope électro-optique. Seul un oscilloscope, un analyseur de spectre
et un générateur de fonction arbitraire auxiliaire sont utilisés pour ’étude et la résolution des
problémes qui apparaissent occasionnellement (mise en place de 'automatisation de 1'acqui-
sition, réglage et optimisation de I’asservissement, amplification, etc.).

Afin de simplifier la procédure d’enregistrement qui demande simultanément de controler le
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bon fonctionnement de ’asservissement, de générer les signaux de modulation et de traiter
I’enregistrement ainsi que de translater I’échantillon et de régler la polarisation du faisceau de
sonde, ’ensemble du systéme est piloté par ordinateur griace & un programme réalisé spécifi-
quement pour le microscope électro-optique. Ce programme est nécessaire pour acquérir un
nombre suffisant de mesures en un temps raisonnable. Une carte de résolution acceptable (au
moins 200 points de mesures sont nécessaires pour une carte de faible résolution) ne peut en

effet étre obtenue qu’avec un systéme piloté par ordinateur.

3.2 Parcours des faisceaux, banc optique

En général, un montage optique est d’autant moins sensible aux perturbations extérieures
qu’il est compact. Nous avons donc tenté de réaliser le montage le plus compact possible tout
en laissant les accés nécessaires pour les réglages manuels et les alignements. Il a aussi été
prévu des degrés de liberté de fagon a faire évoluer facilement le montage et satisfaire ainsi &
d’autres contraintes que nous aurions pu ne pas avoir encore prises en compte.

Le banc optique est présenté en fig. 3.2.

Le trait rouge indique le chemin du faisceau laser. Il est d’abord épuré, puis séparé en
signal et oscillateur local au niveau du premier cube séparateur de polarisation. L’intensité
relative des deux voies est réglée par une lame demi-onde. Le laser a été placé volontairement
loin de ce premier cube pour faciliter le réglage de la position et de la direction du faisceau
entrant dans le reste du montage.

L’oscillateur local longe le banc noir qui supporte le microscope confocal, sa polarisation est
modifiée par une lame demi-onde, puis il traverse le deuxiéme cube séparateur de polarisa-
tion. La polarisation linéaire horizontale est transformée en circulaire droite par la lame quart
d’onde. Il est réfléchi sur le miroir de I’actuateur piézoélectrique, sa polarisation devient alors
circulaire gauche. Passant une nouvelle fois la lame quart d’onde, 1’oscillateur local est alors
polarisé verticalement. Le cube séparateur de polarisation 2 le réfléchit alors vers le mélan-
geur.

Le signal qui a traversé le cube séparateur de polarisation 1 est dirigé par un jeu de miroir
dans I'objectif de microscope, traverse I’échantillon, puis le condenseur qui repousse 'image
a linfini (les objectifs utilisés sont corrigés a l'infini), ce qui permet de retrouver un faisceau
paralléle. Pour pouvoir utiliser des échantillons qui ne supportent que la position horizon-
tale, un bati de microscope spécifique a été réalisé pour supporter le jeu de miroirs ainsi que
les objectifs de microscope et le systéme de porte-échantillon. L’échantillon est mobile sur
un support indépendant de la monture des objectifs, il peut étre aligné par un systéme de

vis micrométriques selon trois axes. Les déplacements micrométriques et submicrométriques
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source laser épurateur de faisceau
préamplificateur photodiodes oculaire source de lumiére blanche
/)

I

systéme piezoélectrique dispositif confocal systéme de rotation de la
cellule pockels de référence bati du microscope polarisation pour le signal

F1G. 3.2: Photographie du banc optique. La ligne rouge représente le chemin du faisceau laser et la ligne bleu celui de la lumiére blanche

pour 'alignement. Les chiffres de 1 4 3 indiquent les cubes séparateurs de polarisation comme pour le schéma 2.14.
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nécessaires pour cartographier les déphasages sont contrélés par une platine piézoélectrique
trois axes pilotée par ordinateur.

Le dispositif confocal est placé juste aprés le bati du microscope. Il est réalisé simplement
par un systéme afocal de deux lentilles convergentes avec le trou de confocalité placé au point
image. La lentille de sortie peut étre translatée selon le chemin optique pour ajuster le diamétre
et la divergence du signal a celui de ’oscillateur local qui est toujours légérement modifié par
son passage dans les deux systémes théoriquement afocaux du microscope confocal.

Situées de part et d’autre du bati et du systéme confocal, deux lames demi-ondes permettent
de modifier la polarisation du faisceau sondant le déphasage dans I’échantillon. Pour simplifier
la manipulation de cette polarisation, les lames demi-ondes ont été montées sur des platines
motorisées qui sont pilotées par I'ordinateur.

Le faisceau traverse ensuite une cellule Pockels de KDP taillée perpendiculairement a 'axe
extraordinaire qui sert de référence de déphasage. Cette cellule Pockels, a été calibrée in-
dépendamment au moyen d’un interférométre de type Michelson, ce qui permet d’avoir une

référence de déphasage absolue.

L’alignement de I’échantillon nécessite un systéme simple de « prévisualisation » de la
zone de I’échantillon placée entre les deux objectifs de microscope. Pour cela, un éclairage
en lumiére blanche et un oculaire ont été placés en paralléle de la voie signal. Le faisceau de
lumiére blanche, dont le trajet est représenté en bleu se superpose au trajet du signal uni-
quement dans le bati. Un jeu de miroirs amovibles permet de choisir le faisceau qui traverse
I’échantillon. La superposition exacte de ces deux trajets est réalisée en confondant le centre
de la mire de l'oculaire et I'image du faisceau signal que 'on a préalablement atténué pour

pouvoir I'observer & 1’oeil nu.

Le signal et Ioscillateur local arrivent alors vers le mélangeur exactement dans la confi-
guration donnée en fig. 2.15. On retrouve donc ce jeu de polarisations, les lentilles nécessaires
pour focaliser les faisceaux sur les photodiodes étant ajoutées. Ces photodiodes sont direc-
tement montées sur les convertisseurs courant-tension suivis de jeux de filtres qui séparent
la composante continue nécessaire a l'asservissement (monitoring) de la composante haute
fréquence contenant I'information sur la phase. Le boitier de préamplification agit sur les
composantes hautes fréquences et effectue la différence entre les deux voies, menant ainsi &
d1_. Cette préamplification sert & diminuer 'effet des parasites regus entre les photodiodes et

la détection synchrone en augmentant simplement le rapport signal & bruit.
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3.3 Le bati du microscope

Il n’existe pas, commercialement, de bati adapté aux contraintes du microscope électro-
optique. Les microscopes fonctionnant en transmission n’offrent pas assez de degrés de liberté
en réglages optiques. Les structures de batis proposées ne permettent pas de modification
simple pour étre adaptées & ce besoin particulier. La spécificité de ces produits commerciaux
ainsi que leur cotit prohibitif m’a conduit a dessiner un bati dédié au microscope électro-
optique.

Le systéme a été congu avec le logiciel de cAO Clatia, produit par Dassault Systémes. En
effet, la complexité du bati a réaliser aurait rendu trés délicate une étude sans assistance
informatique.

J’ai d’abord défini les contraintes externes non modifiables (taille du marbre, réseau de
tarauds, etc.). Les contraintes optiques ont ensuite été intégrées, soit en positions relatives
(distances entre les objectifs de microscope, alignements, réglages des degrés de libertés) soit
en exclusion (gabarits des miroirs et des objectifs, passage des faisceaux, etc.). Autour de cela
a ensuite été définie la position des éléments supports de I’échantillon. On a commencé par la
table piézoélectrique trois axes qui doit supporter la masse la plus faible possible pour garantir
un temps de réponse court en régime asservi, et ensuite la translation manuelle trois axes sur
laquelle on doit appliquer un couple aussi faible que possible pour éviter les problémes d’arc-
boutement lors du déplacement de I’échantillon. Suite & cela, ont été intégrées les contraintes
ergonomiques nécessaires pour permettre a I’expérimentateur un accés pratique aux réglages
des différents éléments optiques (alignements et positions relatives). Le bati a ensuite été
congu en reliant par de la matiére les éléments appartenant a la méme classe cinématique.
D’autres piéces telles que des passe-fils, un support pour les « pinces crocodiles » nécessaires
& l'alimentation de I’échantillon ou encore un support d’oculaire pour le contréle manuel de
la position de ’échantillon ont été ajoutées a la fin. Il a demandé la réalisation de 27 piéces et
I'assemblage de 64 éléments (hors visserie de fixation). Plusieurs vues du schéma sont données
en figs. 3.3, 3.4 et 3.5. Une vue du schéma support d’échantillon est donnée en fig. 3.6, on
peut la comparer a la photographie de la fig 3.10.

Il est composé de quatre classes cinématiques principales, auxquelles on pourra ajouter,

pour étre exhaustif, les miroirs et leurs supports :

e La premiére classe est naturellement la partie fixe reliée au banc. Elle est composée de
deux parties principales. La face avant, qui supporte les objectifs de microscope et les
éléments guidant le faisceau signal. Un pied situé sur arriére qui supporte la translation
trois axes nécessaire pour le porte-échantillon. Ces deux parties sont reliées par un pont

qui rigidifie ’ensemble et guide les cables.
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F1G. 3.3: Vue générale du bati de microscope. Les détails de sa conception sont donnés dans le texte.

e La deuxiéme classe est associée a ’échantillon. Elle est reliée a la partie fixe du bati par

une translation trois axes achetée chez ThorLabs Inc. On notera qu’elle est elle méme
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F1G. 3.4: Vue de dos du bati de microscope. On voit le parcours des faisceaux et le pont qui rigidifie

la structure.

divisée par la translation piézoélectrique en une « équerre » et le porte-échantillon &

proprement parler.

e La troisiéme classe est constituée du condenseur, qui peut-étre déplacé perpendiculairement
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a ’axe du faisceau.

e La quatriéme concerne ’objectif qui est mobile perpendiculairement et parallélement au
faisceau. C’est cette derniére liaison cinématique qui pose probléme en raison d’un désa-

lignement angulaire lors de la focalisation en z, il semble qu’elle sera & revoir entiérement.

F1G. 3.5: Environnement et support de ’échantillon.

Ces piéces ont été réalisées a l'atelier de mécanique du laboratoire SATIE (physique appli-
quée, IFR d’Alembert, ENS Cachan). Le matériau retenu, le duraluminium, n’est pas optimal
pour ce type d’élément car il est trop léger et de module d’Young trop faible, et vibre donc fa-
cilement. C’est cependant un bon compromis entre les exigences du microcope électro-optique
et les moyens techniques de I'atelier mécanique, pour lequel, la réalisation d’un bati en fonte
n’était pas possible. La réalisation d’une piéce de fonderie par une méthode a cire perdue au-
rait été inutilement cotiteuse pour un prototype. De plus, I'usinage des parties fonctionnelles
aurait été trés délicate avec les moyens dont nous disposons, il aurait fallu externaliser aussi
cette étape de la fabrication. Pour les développements futurs, il est envisagé de faire fabriquer

un bati en fonte aprés identification et correction des défauts de ce premier bati. Les piéces
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en duraluminium ont été anodisées en noir pour atténuer les réflexions parasites.

Le résultat global est relativement satisfaisant pour un prototype réalisé dans un métal mou
(au sens des métallurgistes !). Seul le réglage de 'objectif selon I’axe du faisceau pose probléme,
la position de la vis micrométrique, nécessairement hors axe optique, arc-boute le support de
I’objectif de microscope sur le systéme de quatre tiges guides. Un hystérésis apparait lors du
réglage de la position de cet objectif. Pour I'instant, aucune solution a ce probléme, commer-

ciale (quitte a la modifier) ou non, n’a été trouvée.

F1G. 3.6: L’échantillon est guidé entre les deux objectifs de microscope.

3.4 Composants optiques et optoélectroniques

Comme pour tous les montages d’optique, et en particulier pour l'interférométrie, un
soin particulier a été apporté au choix des composants optiques, optomécaniques et optoélec-
troniques. Comme il s’agit d’un premier montage et qu’on avait peu d’informations sur la
sensibilité du microscope a la qualité des composants, j’ai opté pour des composants & coiit
raisonnable dans 'objectif de remplacer progressivement, en tant que besoin, ceux dont les

performances sont insuffisantes, plutét que d’opter pour un équipement surdimensionné.
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3.4.1 Optomécanique

La partie de microscopie confocale de la voie signal demande un bon alignement. Un banc
SYS65 fabriqué par Owis permet un alignement aisé le long de l'axe optique. La hauteur
du faisceau est fixée & 65 mm. Tous les autres supports ont été choisis en conséquence. Les
éléments ne supportant pas d’optique dont le réglage serait critique ont été commandés chez
ThorLabsInc, les autres proviennent essentiellement de Microcontréle.

Un certain nombre d’adaptateurs a été réalisé sur place pour assurer la compatibilité des
supports disponibles commercialement au standard retenu pour le microscope.

Les assemblages verticaux, dont le principal représentant est le bati de microscope, sont réa-
lisés a partir de composants optomécaniques commercialisés par Linos. Ils ont été retenus car
ils sont supportés par un systéme de quatre barres métalliques paralléles qui semblait leur
assurer une trés bonne stabilité et permettre des translations selon ’axe sans désalignement.
S’il s’avére que leur stabilité est en effet exceptionnelle, ce systéme n’est toutefois pas optimal
pour les piéces qui doivent coulisser le long des quatre barres.

On trouvera des illustrations en figs. 3.2 et 3.10.

3.4.2 La source

La source est un laser Hélium-Néon Melles Griot d’une puissance de 2,96 mW. Les carac-

térisations (et non les données constructeur) ont donné un col de wy = 0,26+0,06 mm et une
divergence de faisceau de § = 0,8 £ 0,2 mrad. Le laser émet dans deux modes longitudinaux,
de mémes polarisations linéaires, espacés de 780 + 10 MHz.
Le laser stabilise sa puissance d’émission & 2,96 mW en 45 min environ. Aprés ce préchauffage,
on assiste & un phénoméne de dérive assez lent : la puissance fluctue de +0,01 mW sur des
temps caractéristiques de l'ordre de la minute. A cela s’ajoutent les fluctuations du secteur
dont un enregistrement est donné en fig 3.7.

Le bruit en intensité du laser est trés faible, il n’a pas posé de probléme a ce jour. On
reléve juste deux oscillations & 133 kHz et 257 kHz. Le spectre de puissance de bruit est donné
autour de ces fréquences en fig. 3.8. Ce sont les seules bandes de fréquences ou le bruit du
laser n’est pas négligeable devant le bruit des convertisseurs courant-tension.

La qualité du mode transverse du faisceau laser est assez moyenne. On a choisi de I'épurer
en le faisant converger avec un objectif de microscope sur un diaphragme qui filtre les modes
de fréquences spatiales élevées. Le résultat est présenté en fig. 3.9. On aurait stirement obtenu
un filtrage de meilleur qualité avec une fibre monomode, mais les problémes de polarisation
seraient alors délicats & gérer et il nous faut nous affranchir au mieux des fluctuations mé-
caniques extérieures en utilisant un systéme aussi rigide que possible et peu dépendant de la

température.
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F1G. 3.7: Enregistrement des fluctuations de 'intensité émise par le laser (composante alternative).
On retrouve notamment la composante 4 50 Hz due au secteur. Ces fluctuations viennent bien du laser
et non de la photodiode : éclairée avec un pointeur laser alimenté en continu et d’intensité équivalente,

la photodiode ne présente pas ces fluctuations.

L’objectif de microscope du filtrage a un grossissement de x20 et une ouverture numérique
NA=0,35 (f=8,2 mm). Le trou du diaphragme a un diameétre de 30 um. Ces valeurs ont été
retenues aprés un certain nombre d’essais en partant de résultats de calculs. On a cherché un
bon compromis entre la qualité de I’épuration et la facilité de réglage. Il s’agit de toute fagon

d’un montage trés classique.

3.4.3 Les composants optiques

Les composants sont tous traités pour fonctionner & 632,8 nm, a ’exception des objectifs
de microscope (déja traités large bande), et de la cellule Pockels de référence. Cette derniére
a été fabriquée par la société anglaise Leysop. Les caractéristiques nécessaires, notamment la
taille du cristal, ne permettant pas d’obtenir le produit désiré en un temps raisonnable, nous
avons profité d’une opportunité sur un composant proche de nos spécifications (le seul écart
est la transmission de 97% a 632,8 nm. Son V;: est de 7400 V, voir en Annexe A).

Les lentilles ont été fabriquées par la société chinoise Casiz (optique de diamétre 25,4 mm).
Elles sont de qualité suffisante pour notre application. Les lames d’ondes ont été fabriquées
A

par Fichou (lames 5 et A

1, ordre 0 traitées pour 632,8 nm). On a retenu les lames les plus
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F1G. 3.8: Détail du bruit du laser a 133 kHz et a 257 kHz (resolution bandwidth = video bandwidth
= 1,0 Hz, filtre gaussien). Ces oscillations ne sont pas vraiment génantes, il suffit d’éviter les mesures

autour de ces fréquences.

stables possibles en température pour éviter qu’une modification de leurs propriétés se tra-
duise par les défauts détaillés en section 2.6.3.

Les cubes séparateurs de polarisation ont été fabriqués par Melles Griot (réf. 03BPS045).
Le choix n’est pas exceptionnel pour ces composants, aucun ne présentant de trés bonnes
caractéristiques simultanément en transmission et en réflexion. Aprés une premiére tentative
malheureuse (comme pour les lames d’onde d’ailleurs), on a opté pour cette référence, qui est
semble-t-il le meilleur compromis entre les performances en transmission et en réflexion pour
notre application.

Les caractéristiques des lames et des cubes sont données dans le chapitre précédent en par-
tie 2.6.3.


Timothée Toury
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F1G. 3.9: L’épuration du laser améliore trés sensiblement la qualité du mode. On a a droite des images
du faisceau, avant (en haut) et aprés (en bas) filtrage. La couleur blanche au centre du faisceau vient
de la saturation des pixels de I'appareil photo numérique qui « débordent » d’une couleur sur I'autre.
A droite, un profil issu d’une image CCD est ajusté par une gaussienne. La qualité du mode (TEMqo)

se retrouve dans le trés bon ajustement des ailes de la gaussienne.

3.4.4 Les objectifs de microscope

L’étude optique d’échantillons biologiques renvoie a trois échelles distinctes qui imposent

des contraintes particuliéres. Celles-ci sont résumées dans le tableau 3.1.

En général, un instrument ne permet d’accéder qu’a une seule de ces échelles, il faut
donc s’assurer, dés la conception, de la pertinence des informations qui vont étre recueillies a
I’échelle choisie.

Dans le cas du microscope électro-optique, ’échelle centimétrique n’est pas réaliste. D’une
part le mode de fonctionnement en transmission ne permettra pas de procéder a des mesures
in vivo, méme chez le petit animal aprés intervention chirurgicale. D’autre part, 'intérét du
microscope réside dans la possibilité de lire les champs électriques avec une échelle micro-
métrique, donc résolue aux gros organites. A cette résolution, la quantité d’informations a
recueillir serait trop importante pour un échantillon centimétrique dont 'intérét serait de ne

pas se limiter & une cartographie sur des zones submillimétriques. Les moyens actuels, les limi-
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ordre de grandeur de types d’objet origine type d’étude
I’épaisseur de 1’échantillon
10 pm cellules in vitro (culture) biologie cellulaire
1 mm prélévements | ex vivo (prélévement) | éléments d’organe
1 cm organes in vivo comportementale

TAB. 3.1: Ordres de grandeur des objets d’études biologiques en microsopie.

tations physiques et les capacités de traitement de l'information rendent, en I’état, irréaliste
le développement du microscope pour cette échelle d’étude.

L’échelle millimétrique permettra de travailler avec des prélévements réalisables sans diffi-
culté par des biologistes. De plus, le travail sur des échantillons neuronaux ex vivo améne des
informations plus riches (sur le comportement des réseaux par exemple) qu’a ’échelle micro-
métrique pour laquelle on doit se limiter & quelques cellules en interaction. Bien que I'étude
du comportement & cette derniére échelle ne soit pas dénuée d’intéréts, il nous a semblé im-

portant de ne pas nous y limiter.

Pour accéder aux deux échelles, micrométrique et millimétrique, des objectifs de micro-
scope & longue distance de travail ont été choisis. Le modéle retenu est un Nikon CFI plan-
Fluor ELWD 40zx/0.60. Ces objectifs ont une grande distance de travail (de 2,7 & 3,7 mm)
et une bague de correction de I’é¢paisseur de la lame (de 0 & 2 mm). La longueur de tube!
est de 200 mm et il est nécessaire d’ajouter cette lentille pour se conformer au grossissement
indiqué par le constructeur. On peut ainsi travailler avec un faisceau paralléle sur de grandes
longueurs. Etant donnée la configuration optique imposée par la détection homodyne, ce der-
nier point est important. Dans notre cas, pour des raisons de compacité, la lentille utilisée a

une focale de 100 mm.

D’un point de vue pratique, on retiendra que le modéle choisi impose de travailler avec
des échantillons dont I’épaisseur totale est inférieure & 3 mm et la distance entre objectifs est
de 6 mm. Ce montage offre une grande souplesse d’utilisation tant par ’épaisseur maximale
des échantillons que par la distance entre objectifs qui permet (avantage non négligeable) de

déposer I'échantillon sur un plateau et de le glisser entre les objectifs sans risque de rayure.

La résolution latérale des objectifs n’est pas modifiée par le dispositif confocal pour les
raisons données en section 2.3.2. On a appliqué dans ce cas simplement la relation d’Airy,

aboutissant & une résolution de 643 nm. On retiendra qu’on résout sans difficulté les détails

1 ou plus précisément, la longueur focale de la lentille de tube.
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réglage axe z
de l'objectif

orientation de
l'injection du
signal
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x ety de
I'objectif
I'objectif
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sur le guide

platine piézo
trois axes

support et
alignement d
I'échantillon

seule partie
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condenseur

réglage axes
x etydu
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F1G. 3.10: Détail de la chaine d’objectifs de microscope. Seul le condenseur, entouré de la translation

piézoélectrique, n’est pas visible.
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d’un micrométre. Ce point n’est pas vraiment critique a cette étape du développement de
I'application.

Mentionnons cependant qu’une meilleure résolution peut étre obtenue de deux maniéres.

On peut soit augmenter I'ouverture numérique de 1’objectif, mais le champ optique incident
ne peut plus étre considéré comme une onde plane entre les objectifs de microscope. Il faut
procéder a des calculs du type de ceux menés en annexe de la thése [78]. Ce serait trés
malaisé pour la microscopie électro-optique, & moins d’admettre une moindre résolution en
polarisation, donc une moindre aptitude & discriminer les différentes composantes du tenseur
électro-optique ou la direction du champ électrique.

On peut aussi travailler avec une intensité lumineuse plus forte. Dans ce cas on peut « décon-
voluer » le résultat obtenu, s’il présente une résolution suffisante en intensité, de la fonction
d’appareil du systéme. En pratique, on ralentirait fortement la vitesse d’acquisition, et surtout

on prendrait le risque de détruire ’échantillon par effet thermique ou par photoblanchiment.

Pour les raisons évoquées en section 2.3.2, la définition de la résolution longitudinale est
délicate. On peut s’accorder sur la largeur & mi-hauteur de la réponse d’un point unique qui
générerait de 'effet Pockels quand on déplace 1’échantillon suivant 1’axe optique. Dans ce cas,
cette mesure dépendrait essentiellement du diamétre du trou de confocalité retenu. Un calcul
d’ordre de grandeur donne 2 pm. Il faudrait cependant 1’évaluer expérimentalement, ce qui
n’est pas simple et qui n’a pas été encore fait dans la mesure ou les premiers échantillons
utilisés ne nécessitaient pas de résolution longitudinale. Quand un échantillon présentera des
caractéristiques permettant une telle mesure, il faudra la déterminer en procédant & des me-
sures en paralléle sur un microscope & génération de seconde harmonique. On pourra ainsi

mesurer les mémes effets avec une résolution connue, ce qui servira de référence.

3.4.5 Les photodiodes

Les photodiodes S5972 fabriquées par Hamamatsu ont été retenues. Elles ont été montées

directement sur un convertisseur courant-tension selon le schéma 3.11.

Ces photodiodes en silicium ont été choisies pour leur trés large bande passante (500
MHz) malgré une surface effective de 0,5 mm qui facilite 1’alignement. Elles ont une trés
bonne dynamique pour une tension de polarisation inverse raisonnable (point important pour
le microscope car les variations d’intensité sont trés faibles comparées a la composante conti-

nue du signal). A 632,8 nm, leur rendement quantique est supérieur a 82% (sensibilité? de

2La relation entre la sensibilité S et le rendement quantique 1 est n = S %
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F1G. 3.11: Convertisseur courant-tension des photodiodes. Il s’agit essentiellement d’un schéma

développé pour la photodiode EG&G FNDI100 (réf [52]) qui a été adapté pour la photodiode Hama-

matsu S5972. Le convertisseur a deux sorties : une sortie filtrée pour le signal qui provient de l'effet

électro-optique et une sortie de « monitoring » utilisée pour ’asservissement.

0,42 AW~ réflexions sur la fenétre de protection comprises) ce qui est suffisant pour 1'uti-
lisation du microscope pour les composants optoélectroniques. Leur cotit est négligeable.

Pour limiter les parasites et le probléme d’adaptation d’'impédance avec le céble, elles sont
soudées directement sur le double convertisseur courant-tension (fig. 3.11). Ce convertisseur
est issu d’un schéma développé pour des diodes EG&G FND100 utilisées pour des expériences
d’optique quantique [52]. Ce schéma a été simplement adapté pour nos spécifications. Les élé-
ments du convertisseur (amplificateurs et résistances métalliques) ont été choisies pour avoir
une grande bande passante et un faible bruit. La partie « monitoring » est traitée par un
amplificateur courant dans la mesure ol cette sortie n’est pas critique (son taux de conversion
est 1 V.mA~1! elle coupe vers 450 kHz). La sortie « haute fréquence » a fait I'objet d'un trai-
tement plus soigné. Un montage transimpédance a été retenu pour limiter les conséquences
de la capacité parasite de la photodiode (on a un taux de conversion de 2,7 V.mA~! et une
fréquence de coupure de 70 MHz). Une résistance a été ajoutée en sortie pour assurer 'adap-

tation d’impédance avec les cables coaxiaux.

Le spectre de bruit des photodiodes associées aux convertisseurs courant-tension est donné
pour chacune des sorties en fig. 3.12 pour la plage de fréquence allant de 9 kHz & 1 MHz. Il

est quasi identique pour les deux systémes. Il ne limite pas, pour l'instant, les capacités du
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microscope électro-optique. Pour 'amélioration des caractéristiques des photodétecteurs que
nécessitera une application & la biologie, il est envisagé d’utiliser des systémes fabriqués par
la société allemande Femto. Ils sont adaptés aux caractéristiques requises demandées. Nous
pouvons noter, dés maintenant, qu’avec un convertisseur et des photodiodes bien choisis, on

peut descendre en deca des fluctuations dues au bruit quantique dans la voie signal.

bruit ] tension efficacp (V)
-4
10 ™3
3 convertisseur DC
-5
10 3
-6
10 3
| convertisseur HF
: frequence (kHz)
10 | | | | |

o

200 400 600 800 1 000

F1G. 3.12: Spectre de bruit (en tension efficace) de la photodiode cablée sur le convertisseur courant
tension (resolution bandwidth = video bandwidth = 300 Hz, filtre gaussien). Aux fréquences auxquelles
on travaille, ce niveau de bruit s’avére parfois problématique : on atteint facilement 1 pV (la répartition
habituelle de la tension entre les voies donne un taux de conversion qui est de I'ordre de 0,6 a 1
V.rad™!).

3.5 Electronique générale et traitement des photocourants

3.5.1 Structure générale

Un synoptique de la chaine de controle est donné en fig. 3.13. Le contréle des instruments

est centralisé sur un PC. L’oscilloscope, le GBF annexe ainsi que I'analyseur de spectre ne
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sont pas proprement utiles au fonctionnement du microscope électro-optique. Ils sont utilisés

pour les réglages ou pour le controle des enregistrements.

L’électronique propre au microscope a été réalisée au LPQM (photographie 3.14). Il s’agit
de 'asservissement, des pilotes des moteurs des lames d’onde qui permettent une analyse en
polarisation de I’échantillon et du générateur de fonction arbitraire utilisé pour la tension

appliquée sur 1’échantillon.

3.5.2 Les préamplificateurs et le différentiateur

Le préamplificateur /différentiateur est le seul module électronique placé sur le bac optique
(en plus des convertisseurs courant-tension sur lesquels sont soudées directement les photo-
diodes). Il a été placé prés des photodiodes pour éviter de transporter des signaux trop faibles
dans les cables coaxiaux, de plus de 3 m, qui ménent & la baie ol est centralisée I’électronique.
Sa conception est trés simple (fig. 3.15). Deux amplificateurs bas bruit adaptés en impédance
préamplifient les signaux selon des gains ajustables pour équilibrer les photodiodes. Enfin,
un amplificateur /soustracteur donne 67_ avec une amplitude suffisante pour ne pas étre trop
sensible aux perturbations dans les cdbles. Deux suiveurs donnent une image des composantes

haute fréquence des photodiodes pour la maintenance.

3.5.3 Les générateurs basse fréquence

Il était nécessaire de disposer d’un générateur de fonction sur le microscope pour alimenter
les échantillons. On a besoin d’une trés large gamme d’amplitude de sortie en fonction du type
d’échantillon. Comme aucun GBF commercial ne remplit ces fonctions & un prix raisonnable,
j’ai préféré développer un générateur adapté au microscope. En plus des spécifications déja
mentionnées, il est apparu utile de disposer d’une seconde voie pour étudier des structures
de champs plus complexes qu’on pourra obtenir en appliquant deux champs sur deux couples
d’électrodes. Pour travailler sur des membranes et des systémes biomimétiques nous pourrions
avoir besoins de signaux de formes complexes. J’ai proposé le schéma donné en fig. 3.16.

Ce générateur de fonction présente le défaut essentiel d’étre assez long & charger : il faut
prévoir parfois prés d’'une minute pour le transfert des données. Et, bien entendu, il est inuti-
lisable sans PC. Le programme de controle et de génération des signaux est inclus au pilote

du microscope.
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F1G. 3.13: Synoptique de la chaine de commande et de contréle du microscope. Le cablage est
simplifié et les alimentations ne sont pas représentées. Les connections temporaires utilisées en routine
pour contrdler le bon déroulement des mesures automatisées (GBF annexe, analyseur de spectre,

oscilloscope) n’ont pas été représentées.
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F1G. 3.14: Cartes électroniques d’asservissement et du générateur de fonctions arbitraires.

I . controle HF photodiode A
OP07

HF photodiode A +—
oP27

K ol
oP27

HF photodiode B «—]

OoP27
contréle HF photodiode B

OPO7

F1G. 3.15: Synoptique du préamplificateur différentiateur. Un systéme d’équilibrage des voies (non
représenté sur la figure) permet de corriger facilement les différences d’amplification des convertisseurs
et d’efficacité quantique des photodiodes. Les deux premiers amplificateurs sont couplés et n’ont que

des coefficients discrets.



3.6 Le verrouillage de la phase relative 91
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Fi1G. 3.16: Schéma de fonctionnement du double générateur basse fréquence. Deux modules iden-
tiques sont pilotés par un bloc de 3 circuits programmables Xilink. Une mémoire vive préalablement
chargée est balayée par un compteur. Les données numériques sont converties en signal analogique
puis amplifiées. Pour pouvoir travailler avec des signaux de 100 nV a 200 V symétriques, deux amplifi-
cateurs sont montés en paralléle sur chaque voie. Quatre signaux numériques sont disponibles en sortie
pour la synchronisation des éléments esclaves (détection synchrone par exemple), de méme, chacune
des voies peut-étre déclenchée en interne ou en externe. Le signal a convertir ainsi que le mode de
fonctionnement (périodique, monocoup, etc.) est préalablement chargé. Les signaux générés peuvent

étre absolument quelconques avec une fréquence de lecture de 1 mHz a 300 kHz.

3.6 Le verrouillage de la phase relative

3.6.1 L’actuateur piézoélectrique

On a vu que actuateur piézoélectrique doit compenser deux types de bruits : faible am-
plitude / haute fréquence et forte amplitude / basse fréquence. On peut voir la forme du bruit
& compenser sur la zone ou 'asservissement est arrété de la fig. 3.23.

Un premier montage n’a pas donné les résultats attendus. Un vérin piézoélectrique remplagait
la vis micrométrique d’une translation Microcontréle. La liaison par glissiére & bille avait un
jeu trop important : les petits déplacements ne sont absolument pas rectilignes avec ce type

de liaisons, ce n’est que pour les grandes longueurs de translation que les dérives latérales
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Petite cale
piézoélectrique  Miroir

A

Translation
piézoelectrique

F1G. 3.17: Détail de 'actuateur piézoélectrique. La translation compense les variations lentes de
grande amplitude, quant a la cale, elle a en charge les variations rapides de faible amplitude. L’orien-
tation du miroir est réglée au moyen du support Lees. Deux piéces d’adaptation ont été réalisées sur
place. Les fils d’alimentation de la cale sont guidés pour éviter que les contraintes mécaniques exercées
par ces fils ne dépendent de la position de la translation (et pire encore, d’un choc). On peut voir la

diffusion d’une partie du faisceau laser sur le miroir.

deviennent négligeables. Une translation de quelques micrométres de la platine donnait ainsi
du « tilt » au miroir, réduisant alors le taux de recouvrement. D’autre part, le miroir était
trop mince (1 mm), il s’est déformé au collage a la colle cyanoacrylate.

Le systéme a été redessiné & partir d’une translation dont la platine est directement collée
sur les céramiques piézoélectriques (propriétés et références en tab. 3.2). On n’a donc plus
le probléme de « tilt » du miroir. Le réglage du miroir se fait au moyen d’un support Lees
LM-1 sur lequel est fixé la cale piézoélectrique. Tous les collages sont réalisés avec une colle
époxy (PI EPOTEK 730) qui présente l'avantage de ne pas se contracter au séchage, d’étre
trés visqueuse et repositionnable pendant 3h. Une plaque en verre époxy est d’abord collée
sur le support Lees pour assurer l'isolation électrique. J’ai ensuite collé la cale piézoélectrique

en prenant soin d’orienter les fils vers un passe-fil qui évite les fluctuations de contraintes
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élément | référence | course | tens. de commande | capacité | fréq. de rés. a vide
vérin P-621.10L | 120 pm —20a120V n.c. 800 Hz
cale P-016.00H | 5 pm 0 4 1000 V 42 nF 144 kHz

TAB. 3.2: Caractéristiques des éléments piézoélectriques retenus pour ’actuateur. Fabricant : PI

Ceramic.

mécaniques. La cale est un cylindre évidé : cette forme réduit la dilatation transverse de la
céramique qui apparait lors de l'application d’une tension longitudinale sur les cales. Le mi-
roir est finalement collé sur la cale piézoélectrique. Pour éviter qu’il se déforme au collage
malgré I'utilisation d’une colle époxy, j’ai choisi une épaisseur assez importante (3 mm). Pour
garder une fréquence de coupure assez élevée (au moins supérieure a 20 kHz), il a fallu retenir
une cale assez grosse et de forte capacité (42 nF). L’amplificateur de la cale piézoélectrique
a été dimensionné en conséquence : il a été congu pour fournir un courant permettant a la
cale d’osciller & 40 kHz sur une amplitude de % (soit 40 V autour d’une moyenne de 200 V

maintenue pour assurer un fonctionnement symétrique de la cale).

3.6.2 Caractérisation de la FTBO
Principe de caractérisation

La caractérisation de la fonction de transfert en boucle ouverte n’est a priori pas possible.
En effet, la FTBO n’a de signification dans notre montage qu’autour d’une phase moyenne
de 5, donc lorsque le systéme est verrouillé a cette quadrature. Ainsi, a premicre vue, la
caractérisation de la FTBO impose que la boucle soit fermée. On peut lever ce probléme en
remarquant que pour la quadrature particuliére qui nous intéresse, la réponse en amplitude est
maximale (ceci apparait dans I’équation 2.60). M’appuyant sur cette constatation, je propose

la technique expérimentale suivante de détermination de la FTBO? :

1. Pour avoir des mesures reproductibles, il faut d’abord s’assurer un préchauffage assez

long (environ une heure pour tous les éléments).
2. Dans un premier temps, on optimise le recouvrement des faisceaux.

3. Un générateur de rampe alimente directement sur le vérin piézoélectrique. L’amplitude

et la période de la rampe sont ajustées pour que le vérin se déplace sur une dizaine de

3 Vus la complexité du montage et le nombre d’éléments, une détermination théorique n’est pas concevable.



94 Réalisation technique du microscope électro-optique

longueurs d’onde en environ une minute.
L’amplificateur de la cale piézoélectrique est branché sur un générateur basse fréquence.
Il est réglé a la fréquence de mesure désirée et 'amplitude de déplacement de la cale doit

étre petite devant la longueur d’onde (ici, on a pris environ 5% de la longueur d’onde).

4. La différence des photocourants est traitée par une détection synchrone calée sur le si-

gnal de commande de la cale piézoélectrique.

5. On suit a loscilloscope la réponse de la détection synchrone (fig. 3.18). On observe
des arches bruitées dont le maximum correspond aux quadratures 5. L’amplitude du
maximum de l'arche est reportée pour le tracé de la fonction de transfert ainsi que la

phase indiquée par la détection synchrone.

6. Cette mesure est a reproduire pour chaque point du diagramme de Bode en variant la

fréquence.

Si la phase relative moyenne entre les deux bras de la détection homodyne fluctue forte-
ment, les arches apparaissent trés bruitées. Avec cette méthode, ¢a n’est pas un probléme dans
la mesure ol le maximum correspond de toute fagon & amplitude recherchée. En travaillant
dans une salle calme aprés une heure de « préchauffage » du matériel, le bruit était trés faible,
la lecture en était donc plus simple.

Dans le cas présent, j’ai mesuré plus de 300 points. En plus de ce protocole, avant et aprés
chaque mesure de FTBO pour une fréquence donnée, j’ai mesuré le taux de recouvrement des
faisceaux car celui-ci variait fortement (voir partie 3.8.1). Les mesures présentées par la suite,
sont donc des points corrigés pour un taux de recouvrement constant.

La phase est donnée modulo 180 °. En effet, on a toujours une indétermination de modulo
360 ° avec une mesure sur détection synchrone. A ceci, s’ajoute dans notre cas, une indétermi-
nation de 180 ° car on ne sait pas si on se trouve sur la quadrature 5 ou —7. La réponse peut
donc étre en phase ou en opposition de phase. Pour lever cette indétermination, on détermine
qualitativement si, & fréquence nulle, la réponse doit étre en phase ou en opposition de phase.
Ensuite, pour assurer la continuité du diagramme de phase, on ajoute n fois 180 ° & chaque
point. Ceci est assez délicat & haute fréquence ou la phase varie fortement. Pour les fréquences
supérieures & 20 kHz..... manque un morceau de phrase.... Les zones délicates sont étudiées en
faisant varier continuement la fréquence et en cherchant si un saut de phase (de 90 “ou 180 °)

semble se produire.
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F1G. 3.18: Réponse de la détection synchrone lors de la mesure de I'amplitude de la réponse de la
FTBO. On retient la tension maximale comme valeur pour les quadratures ¢ = £7%. Les arches sont
de largeurs inégales car, au glissement commandé par le générateur de rampe, s’ajoute une dérive
lente par effet thermique. Les fluctuations rapides viennent « épaissir les arches ». On remarque sur la
deuxiéme arche un certain nombre de discontinuités qui sont caractéristiques d’un coup dans le marbre.
La discrétisation vient du convertisseur analogique-numérique de sortie de la détection synchrone. Elle

ne pose pas vraiment de probléme : pour les faibles valeurs, il suffit d’augmenter la sensibilité.

Résultat et commentaires

La courbe a été tracée pour un gain & basse fréquence valant approximativement 1. Elle
a été normalisée ainsi car elle est déterminée a un facteur prés qui dépend de l'intensité op-
tique dans les voies signal et oscillateur local . Ce dernier point est ajusté par 'utilisateur du
microscope en fonction, essentiellement, de la robustesse des échantillons.
Malgré le bruit, le résultat est trés satisfaisant. Les mesures sont parfaitement reproductibles,
et & une exception prés, vers 700 Hz, tous les phénoménes apparaissants peuvent étre expli-
qués.
Le diagramme de Bode en phase et en gain de la FTBO est donné en fig 3.19. On retrouve 1’al-
lure globale d’un systéme passe-bas, ce qui était naturellement attendu : passée une certaine
fréquence, les amplificateurs et la cale piézoélectrique coupent la réponse.
La courbe de gain s’ajuste bien avec une fonction passe-bas d’ordre 2 dont les valeurs sont
données dans le tableau 3.3. Seules les variations de gain & partir de 30 kHz ne sont pas

décrites par une fonction de cet ordre.
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Fi1Gc. 3.19: Diagramme de Bode de la fonction de transfert en boucle ouverte du systéme d’asservissement du microscope électro-optique.
La ligne continue est un ajustement aidant simplement a la lisibilité de la courbe. La méthode de prise de points et les commentaires sur les

observations sont dans le texte.
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grandeur | valeur d’ajustement | incertitude | unité
A 0,987 +0,007
Q 0, 366 +0, 022
wo 23590 +1360 rad.s™ !

TAB. 3.3: Ajustement de la FTBO du microscope électro-optique par une fonction passe-bas d’ordre

2 de la forme H(w) = ﬁg—
“0 - wf

<.

ol
(=]

La phase s’ajuste par contre trés mal avec ces valeurs. Pour ce faire, il faudrait prendre
une fonction de transfert du 5°. ordre au moins. Mais dans tous les cas de figure, un ajuste-
ment simultané de la phase et du gain sur la méme fonction de transfert n’est pas possible en
restant & des ordres suffisamment bas pour aboutir a un résultat pertinent et exploitable. Ceci
vient essentiellement de la forme particuliére de la fonction de transfert de 'amplificateur de

la cale piézoélectrique.

A trés basse fréquence, les mesures sont délicates car il faudrait que la détection synchrone
intégre sur au moins une période de vibration de la cale piézoélectrique pour donner une va-
leur significative. Cependant, la fréquence devient si faible que des fluctuations de quadrature
moyenne ne le permettent pas. Pour caractériser quand méme la courbe & ces fréquences, j’ai
utilisé le mode numérique de la détection synchrone qui permet de faire des acquisitions sur
des portions de sinusoides. Les incertitudes restent toutefois assez grandes et sont de plus

difficilement évaluables dans ce mode de fonctionnement.

De 35 & 360 Hz environ, les mesures sont réguliérement perturbées par les harmoniques
du secteur. On observe des battements tels que ceux de la figure 3.20. Lorsque la cale piézo-
électrique est excitée & une fréquence fp,, on remarque pour certaines gammes de fréquences
des battements & une fréquence fz. En assemblant les fréquences fp, + fg, on obtient des
séries de fréquences qui se regroupent autour des valeurs : {50,0+0,2; 100,1+0,2; 149,8 £+
0,4;199,9 + 0,2; 250,1 4+ 0,1}. Ces battements génent les mesures sur des bandes de 12
Hz de large pour les harmoniques du secteur de 50 & 350 Hz. Lors de ces mesures la phase
indiquée par la détection synchrone fluctue fortement et devient inexploitable. Une recherche
systématique de ’origine de ces battements permet de montrer qu’il ne s’agit ni d’un artefact
de la détection synchrone, ni d’'un défaut de conception de 'amplificateur de la cale piézo-
électrique. Le laser semble partiellement responsable de ces fluctuations. Une autre partie du
bruit doit s’ajouter au niveau des préamplificateurs de photodiodes et des différentiateurs. On

peut toutefois obtenir des points pour ces valeurs en moyennant un grand nombre de mesures.
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Il faut par contre renoncer a une mesure précise de la phase* dans ces domaines
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Fi1G. 3.20: Réponse (en amplitude) de la détection synchrone quand on s’approche trop des har-

moniques du secteur. Ici, la cale est excitée 4 151,5 Hz et les battements ont une fréquence de 1,7

Hz.

Des instabilités apparaissent autour de 700 Hz et modifient fortement la phase. Leur ori-

gine est encore inconnue. Il se pourrait qu’elles viennent du laser.

Une petite résonance apparait vers 4 kHz. Un pointé précis la donne a 3850 Hz. Il s’agit
d’une résonance acoustique (avec un noeud) dans la cavité formée par la cale piézoélectrique
et la lame quart d’onde. La longueur d’onde correspondante est de 8,5 cm, ce qui correspond

exactement & la distance entre la lame d’onde et la cale! On peut vérifier la nature de cette

résonance en intercalant une lame de verre entre ces deux éléments : la résonance disparait.

On pourrait s’attendre & avoir une résonance a moitié de cette fréquence (mode sans noeud)
mais elle n’a pas lieu, ou trop faiblement. Les résonances a environ 5,5 et 11,5 kHz sont

d’autres modes de cette cavité qui disparaissent aussi lors de l'intercalation de la lame de

verre.

4 Quand les salles d’expériences seront alimentées exclusivement en continu et que les blocs d’alimentation

de l'instrumentation ne contiendront plus de transformateurs, ce genre de probléme disparaitra
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De 40 a 90 kHz, on assiste & une série de résonances et d’antirésonances dues a la cale
piézoélectrique. Selon les données constructeur, elle doit résonner & vide a la fréquence de
144 kHz. Le miroir déplace cette résonance a fcaletmiroir = M% feale- L’application
numeérique® donne 118 kHz, c’est trés au dessus de ce qu'on observe. On peut expliquer ce
décalage, par la contribution de la plaque métallique de support de la cale, qui, n’étant pas
parfaitement rigide et simplement maintenue sur son support par un ressort, ajoute une masse
effective qu’il faut prendre en compte. I manque une masse de 13 g pour déplacer la réso-
nance a 60 kHz, ce qui correspond approximativement & la masse de la plaque sur laquelle est
collée la cale piézoélectrique. Notons aussi, que I'impédance de 'amplificateur d’attaque de
la cale piézoélectrique qui peut étre différente de 'impédance de celui utilisé par le construc-
teur modifie cette résonance. Cependant, les modifications d’impédance d’attaque des cales
piézoélectriques ont tendance a élargir les zones de résonance et d’antirésonance plutét qu’a

les déplacer.

Les variations de la courbe de phase sont beaucoup plus délicates & expliquer. Un fort com-
portement non linéaire, qui apparait dans I'impossibilité d’ajuster la courbe avec des fonctions
de transfert simples, ne permet pas d’expliquer, méme qualitativement le comportement de
la phase. On mentionnera simplement que le passage & —m a lieu au dela de 25 kHz, ce qui
permet d’asservir sans difficulté la phase relative entre les deux voies du microscope jusqu’a
des fréquences de 20 kHz. Seule la singularité & 700 Hz sera susceptible de créer des instabilités

dans 1’asservissement.

Afin de vérifier que le comportement observé est fortement indépendant de ’amplificateur
d’attaque de la cale piézoélectrique, j’ai enregistré la fonction de transfert de cet amplificateur
connecté a la cale. Ce dernier point est particuliérement important, car, méme si pour des
raisons de sécurité, j’ai veillé & ce qu’il puisse fonctionner & vide, la forte capacité de la cale
piézoélectrique (42 nF) influence sa réponse. L’amplificateur a été réalisé au LPQM autour
d’un circuit Apexr PA9S que j’ai retenu parce qu’il assure une bonne linéarité de la réponse
& des fréquences élevées pour des courants relativement importants. Il s’agit d’'un composant
qui se cable presque comme un amplificateur opérationnel.

La fonction de transfert est donnée en fig 3.21. Le régime linéaire de 'amplificateur est assuré
jusqu’a 80 kHz. Au dela des harmoniques apparaissent, le diagramme de Bode n’est donc plus
pertinent. On remarque a 70 kHz une antirésonance juste suivie d’une résonance dans le gain
qui est liée & la forte modification d’impédance de la cale piézoélectrique, que 'on observe
sous forme de résonance et d’antirésonance mécanique dans la FTBO du microscope. On vérifie

I'origine de ce comportement en remplagant la cale par un condensateur de méme capacité ;

® pric 151 = 7,80 et ppkr = 2,51



Réalisation technique du microscope électro-optique

P

On voit donc que sur la zone d’intérét, amplificateur de la cale piézoélectrique n’intervient

La phase est quasi constante jusqu’a 80 kHz, ce qui était garanti par le constructeur de I'am-

dans ce cas, la résonance et I'antirésonance disparaissent.
pas significativement dans la FTBO précédemment mesurée.

plificateur opérationnel.
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La boucle de rétroaction qui sera refaite spécifiquement pour le microscope électro-optique

sera certainement un passe bas avec des niveaux d’amplification adaptés. Une fréquence de
Le schéma de principe de 'asservissement est donné en fig. 3.22.

d’avoir une stabilité assurée sur la plage de fréquence la plus bruitée et d’éviter les singula-
Les tensions provenant des sorties basse fréquence sont préalablement amplifiées pour les
amener aux niveaux de tension utilisés par les composants qui suivent. (Cette tension est

électrique. La cale était montée lors de I'enregistrement pour avoir une réponse en conditions réelles.
coupure de 20 kHz, éventuellement variable, sera un bon compromis. Ceci nous permettra

rités qui apparaissent au dela. Ces points seront pr
conception d’asservissements.
3.6.3 Synoptique de ’asservissement

Fic. 3.21
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abusivement appelée photocourant pour des raisons de simplicité.) En réalité, il s’agit surtout
d’isoler, en impédance, I'entrée du systéme. C’est une précaution qui limite les instabilités par
oscillations.

On différencie ensuite les photocourants, ce qui nous donne une tension proportionnelle a
arcos ¢. Un asservissement a 47 demande une différence de photocourants nulle en va-
leur moyenne. Il peut étre cependant utile dans certains cas d’asservir le déphasage relatif
a d’autres valeurs (pour mesurer une éventuelle rotation de la polarisation dans 1’échantillon
ou pour tester la stabilité de I'asservissement). Dans ce cas, on compare la différence des pho-
tocourants & une valeur normalisée & la somme des photocourants. C’est le role du sommateur
qui impose au potentiométre de travailler entre les valeurs —(A + B) et A + B, c’est a dire
entre les différences des photocourants correspondant aux phases relatives 0 et .

Le signal d’erreur qui en ressort indique le décalage entre la consigne et la mesure. Il est traité
par un systéme d’amplification passe bas. C’est a cet amplificateur qu’il revient d’assurer la
stabilité de la boucle d’asservissement. Dans le cas présent, on voit que la fonction de trans-
fert en boucle ouverte nous permet de travailler avec une fréquence de coupure de 20 kHz. Il
faudra se garder la possibilité de modifier cette valeur.

Le gain de l'asservissement doit étre adapté manuellement. Le principe est relativement
simple : une fois le systéme bien réglé, on augmente le gain. On voit la phase relative (donc
le signal d’erreur tendre vers 0). Les perturbations sont de mieux en mieux compensées. Si
on donne un coup sur le marbre, on voit que c’est la commande de la cale piézoélectrique
qui la prend en charge et que la différence des photocourants est de moins en moins affectée.
Vient alors un seuil au-dela duquel le systéme se met & osciller. On réduit alors légérement le
gain pour passer en dessous de ce seuil. On a le réglage optimal. Le systéme est correctement
asservi : il est stable et la réponse & une fluctuation est la plus rapide possible avec cette
boucle de retour.

Pour améliorer la qualité de I’asservissement, on peut remplacer cet amplificateur par un sys-
téme plus élaboré du type PID, voire méme non linéaire. Pour l'instant un filtre passe-bas
suffit au microscope électro-optique.

L’erreur filtrée et amplifiée est envoyée, pour sa partie basse fréquence sur la table de transla-
tion piézo-électrique et la haute fréquence sur la cale. Le vérin ne travaille que jusqu’a 2 Hz.
Au dela, c’est la cale qui prend le relais. Les amplificateurs sont ajustés de maniére a ce que
la réponse en déplacement & une tension ne dépende pas de I’élément de I'actuateur utilisé.
La composante de fréquence inférieure a 2 Hz n’est pas envoyée sur la cale pour éviter qu’en
compensant une partie des déplacements & basse fréquence (moitié si les amplificateurs ont
été correctement équilibrés), elle n’aille en bout de course.

C’est d’ailleurs la table de translation qui va en bout de course si on active ’asservissement
avant que le préchauffage ne soit terminé. Arrivé & cette position, le partage des composantes

& asservir ne peut plus se faire et le systéme décroche intempestivement. Dans ce cas, il faut
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mettre 'entrée des amplificateurs a la masse pendant quelques secondes pour que la table re-
prenne sa position centrale. En utilisation routiniére, je mets ’entrée a la masse pendant une
a deux secondes avant chaque mesure, de fagon a éviter les petits désagréments qui pourraient
s’en suivre.

On alimente quelques fois le vérin et la cale avec des tensions sinusoidales ou triangulaires
pour régler le microscope. Dans ce cas, les entrées sont reliées & des générateurs basses fré-

quences internes prévus a cet effet (non représentés sur la figure).

phd A >_
[ ——
phd B

F1G. 3.22: Synoptique détaillé de asservissement du microscope électro-optique. La consigne peut-

consigne : arccos(¢,«)

erreur

j_ vérin
RIS
77;7 NHE>=°

Vdécalage verin

1

Vdécalage cale

étre fixée a des valeurs différentes de 0 (donc a des phases différentes de £7;) au moyen du potentio-
métre dont les valeurs sont normalisées a la somme des photocourants (de —(A + B) a A+ B). Ce
potentiométre est dédoublé en une commande manuelle et une commande numérique (non représentée
ici). Le signal d’erreur est amplifié puis séparé en deux composantes : 0 a 2 Hz pour le vérin piézoélec-
trique et 2 Hz a 20 kHz pour la cale. Ces signaux sont alors décalés pour permettre aux céramiques
piézoélectriques de fonctionner symétriquement (décalage de 50 V pour le vérin dont la tension de
commande peut varier de 0 a 100 V, et de 200 V pour la cale dont la commande va de 0 4 400 V). On
peut bloquer temporairement 1’asservissement pour revenir vers les positions milieux. Un filtre peut

aussi étre intercalé au niveau de linterrupteur (connections non représentées).

La fig. 3.23 illustre le fonctionnement de I’asservissement. On voit sur cette capture d’écran
de l'oscilloscope les tensions (monitoring) issues des photodiodes, le signal d’erreur (/_) et une
image (/10) de la composante alternative de la tension appliquée sur la cale piézo-électrique.
Avant la coupure de l’asservissement, les photocourants sont égaux, ce qui indique que le
systéme est équilibré. La tension appliquée sur la cale piézoélectrique varie, la différence des
photocourants est faible. Le bruit sur cette différence correspond aux fluctuations & haute
fréquence qui ne sont pas éliminées par l’asservissement.

On coupe l'asservissement (en plagant 'entrée des amplificateurs des actuateurs piézoélec-
triques a la masse) a t = —1, 75 s. On voit que les photocourants dérivent symétriquement. Le
bruit aussi est symétrique, il ne peut simplement pas étre résolu a cette vitesse de balayage

de Toscilloscope. La différence des photocourants est non nulle.
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On rétablit ensuite l'asservissement a ¢ = 0,45 s. En une seconde, les signaux sortant des
photodiodes retrouvent leur position identique. La commande de la cale piézoélectrique fluc-
tue, indiquant qu’on lui demande de compenser des variations de déphasage. La différence des
photocourants tend vers 0, ne subsistent que les fluctuations hautes fréquences que ’asservis-
sement ne doit pas éliminer. Le retour a I'équilibre s’effectue sur une petite seconde, ce qui

correspond au passage de relais (non encore optimal), pour les variations lentes, de la cale a
la translation.

S
= photodiode B
€

photodiode A

, _| coupure rétablissement
de |'asservissement de |'asservissement

'| —

O =
: } commande de la cale

1 - + piézoélectrique

| | | | |
-2 -1 0 1 temps(s) 2

F1G. 3.23: Arrét et remise en marche de I'asservissement. Le temps de réponse est trés court : lorsque
le microscope est bien équilibré, il est inférieur a 250 ms. Quand l’asservissement est en marche, les
tensions de sortie des photodiodes sont identiques ; la différence des photocourants fluctue trés légére-
ment autour de 0. A Iarrét de I’asservissement, on voit une dérive lente, sur un temps caractéristique
légérement inférieur a la seconde, associée a un bruit a fréquence plus élevée, qui apparait ici d’ampli-
tude assez élevée car la dérive lente est trés faible. Quand ’asservissement fonctionne, la commande de
la cale piézoélectrique semble bruitée : c’est le signe qu’elle compense le bruit haute fréquence. Le lent
retour vers une valeur moyenne nulle au rétablissement de I’asservissement correspond au « passage

de relais » de la compensation des basses fréquences de la cale au vérin.
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3.7 Le pilotage du microscope

Le pilote du microscope est programmé en LabWindows, interface de programmation en
C est produite par National Instruments. A la différence de Labview, la programmation s’ef-
fectue en « lignes de codes » et le langage est compilé en standard (et non interprété). Bien
que I'apprentissage soit plus long que pour LabView et nécessite une bonne maitrise du C, il
est beaucoup plus simple & utiliser pour les applications compliquées avec une gestion « par
événements ». L’utilisation massive de routines fluidifie la programmation et la maintenance
du programme. Les boucles de test, nombreuses dans le controle du fonctionnement du mi-
croscope sont beaucoup plus simples & programmer qu’avec un langage graphique.
Le fonctionnement du microscope électro-optique fait appel & divers protocoles de communica-
tions. Pour éviter tant que possible les conflits au sein de la bibliothéque de liens dynamiques
(les fameuses DLL), j’ai regroupé toute la chaine sur le protocole GPIB. Ce n’est pas forcément
le plus performant pour toutes les applications et son usage est assez lourd, mais c’est le seul
qui soit disponible pour (presque) tous les instruments.
Chaque fonction de base est contrdlée par une routine qui rend le protocole d’échange avec
I'instrument transparent (par exemple : faire tourner un moteur pas-a-pas d’un angle donné,
le faire atteindre la position 0, etc.). Certaines de ces fonctions sont composées dans d’autres
routines pour donner des procédures plus élaborées (par exemple : demander au couple de
moteurs d’amener le signal en polarisation horizontale, etc.). Il y a environ 150 routines de
ce type. A partir de ces routines, quelques procédures d’enregistrement ont été programmeées
(par exemple : faire une carte de n * m points selon chacune des polarisations, etc.). L uti-
lisation de fonctions plus ou moins évoluées mais simples d’emploi permet, une fois chaque
instrument correctement interfacé, de programmer les procédures d’enregistrements presque
comme s’il s’agissait de macros.

Un exemple d’interface utilisateur est donnée en fig. 3.24.

3.8 Acquisition des données

L’acquisition des données fait appel a presque toute la chaine d’instrumentation. A part la
vérification initiale du fonctionnement du microscope électro-optique, le systéme est presque
totalement automatisé. Une fois I’échantillon placé sous le microscope, il suffit de régler les

parameétres de mesure et la carte est disponible quelques secondes aprés.
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3.8.1 Mesure du taux de recouvrement des faisceaux

La mesure du taux de recouvrement ne fait pas partie & proprement parler de ’acquisition
des données. C’est cependant une étape préalable qui permet de vérifier que le microscope

fonctionne bien. On la place donc avant le principe d’une mesure qui va y faire appel.

La mesure du taux de recouvrement des faisceaux est assez simple. Voici une technique
rapide.
On suit a l'oscilloscope les photocourants (fig. 3.25). Figurent aussi sur cette courbe la diffé-
rence des photocourants ainsi que la commande d’asservissement.
Au préalable, on arréte l'asservissement. Pour assurer que la phase relative glisse (au cas,
otl, pour une fois, le microscope garderait une bonne stabilité), on peut poser la main prés
du cube séparateur 2 : par effet thermique, la différence de chemin optique va bouger d’une
dizaine de micrométres sur une petite minute.
L’enregistrement des photodiodes donne la phase relative entre les deux voies, on voit le glis-
sement de phase qui se traduit par les oscillations lentes, avec une période de l'ordre d’une
seconde. A cela s’ajoutent des fluctuations plus faibles, mais beaucoup plus rapides dues es-
sentiellement au bruit mécanique; ce sont elles qui « élargissent » les courbes. Elles ne posent
cependant pas de probléme pour la mesure du taux de recouvrement.
Pour mesurer l'intensité dans chacune des voies, on cache le faisceau signal (t ~ 0,1 s) puis
Voscillateur local (t =1 s).
Les mesures avec les curseurs de 'oscilloscope donnent ainsi Iinax, Imin,lor €t Is. I1 vaut mieux
faire les mesures sur la méme photodiode (ici, ce sont les valeurs de la photodiode B). Le taux

de recouvrement est alors donné par :

[max - Imin
EVIISHE (3.1)

Dans le cas présent, 'application numérique donne n =73% . C’est le meilleur recouvrement

obtenu, en général, on a plutdt un taux de 'ordre de 60%. L’erreur est de 'ordre de 1%.

3.8.2 Principe d’une mesure

La méthode de mesure (recette qui tient autant du principe de fonctionnement du micro-

scope que de lexpérience...) retenue est la suivante :

1. On commence par préchauffer le microscope. Une heure peut suffire, trois sont idéales.
Bien que le microscope soit monté sur un marbre, une piéce calme et assez silencieuse

serait idéale.
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pl (V)

'photodiode A /photodiode B Imax = 4,9 V

.

& am

1 temps(s) 2

F1G. 3.25: Capture de I’écran de I'oscilloscope lors d’une mesure du taux de recouvrement. Dans ce
cas, le taux de recouvrement vaut 73%. On voit une dérive thermique lente qui donne les oscillations
dont la période est de I'ordre de la seconde, a laquelle s’ajoutent des fluctuations de fréquence plus

élevée qui élargissent la quasi-sinusoide.

2. Passé le préchauffage, on vérifie 'alignement des optiques (recouvrement des faisceaux
a linfini). En particulier, on régle la distance entre les objectifs de microscope si on

change I’épaisseur de ’échantillon. On optimise la position du trou de confocalité.

3. On optimise le recouvrement des faisceaux. Pour cela, on applique une tension sinusoi-
dale sur la cale piézoélectrique pour lui faire balayer plus d’une longueur d’onde. On
augmente 'amplitude des oscillations qui apparaissent sur I_ en translatant la lentille
de sortie du dispositif confocal selon 'axe optique, et en réglant I'angle du miroir de

renvoi du signal vers le prisme 2 (voir fig. 3.26).

4. On mesure le taux de recouvrement selon la méthode donnée en section 3.8.1. On doit
parvenir & plus de 60%. Sinon, il faut réoptimiser le recouvrement des faisceaux. Si on

ne parvient pas a cette valeur aprés plusieurs tentatives, c’est que tout le systéme est &
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réaligner.

5. On commute l'asservissement. Il est généralement nécessaire d’attendre quelques mi-
nutes qu’il se stabilise (aprés avoir annulé plusieurs fois la tension de commnande de

l'actuateur piézoélectrique).

6. On place ’échantillon sur le plateau, on vérifie briévement & I'oscilloscope qu’on a bien
leffet électro-optique 1a ot on est susceptible de I'attendre. Si les étapes précédentes
ont été longues, il faut parfois bouger I’échantillon qui a pu étre blanchi en ce point (ou

mieux : on a procédé a l'alignement avec un échantillon « boute-en-train® »)

7. On optimise la sensibilité et le temps d’intégration de la détection synchrone (cette

étape n’est pas encore automatisée).
8. On procéde a lenregistrement désiré au moyen du logiciel développé a cet effet.

9. On calibre les mesures en basculant la tension de lecture appliquée au composant & la
cellule Pockels de référence. On a ainsi une référence connue de déphasage (cette étape

n’est pas encore automatisée).

10. On passe aux enregistrements suivants et enfin... on dépouille!

a TET e e e I S e S

T——
angle du miroir
L*.‘- T~ &

F1G. 3.26: Position des vis d’optimisation de la superposition des faisceaux signal et oscillateur local

La meilleure résolution obtenue en mode cartographie est 2.107% rad. En lecture en un
point unique (avec la table piézoélectrique éteinte), elle est de 4.1077 rad. Ces résultats ont
été obtenus avec un temps d’intégration de 50 ms & une fréquence de 70 kHz. On est, dans ce
cas, & moins de 8 dB du bruit quantique standard. Cette résolution est entendue comme une

mesure de rapport signal & bruit valant 1.

5 Au sens propre, un « boute-en-train » n’est pas un clown de service! C’est un terme technique, & la

signification précise, qui s’étend trés bien a ce cas. Je laisse le lecteur se renseigner & ce propos...



Chapitre 4

Structures de champs électriques dans

des films polymeéres

Les premiers échantillons utilisés sur le microscope électro-optique sont des polymeéres
rendu non linéaires quadratiques par orientation sous champ électrique. Ils permettent d’éva-
luer et de valider les caractéristiques du microscope sur des systémes assez simples, bien
étudiés et dont les résultats peuvent étre comparés avec des mesures indépendantes de géné-
ration de seconde harmonique. On a mis en évidence dans ces composants des phénoménes qui
n’avaient pas encore été observés a cette échelle et qui pourront étre mis & profit pour mieux
comprendre et optimiser le fonctionnement de certains composants ainsi que pour d’autres

applications en optique non linéaire dans les polyméres en général.

4.1 Description du composant

Le composant utilisé est représenté en fig. 4.1. Une lame de verre est recouverte d’une

_ MMA-DR1
/ —— électrode d’or
PMMA
/ (couche d’adhésion)

verre BK7

F1G. 4.1: Structure du composant étudié avec le microscope électro-optique.

couche de PMMA trés mince (100 nm). Ce polymeére, totalement neutre pour notre étude, est
déposé pour assurer ’adhérence des couches suivantes. Des électrodes d’or d’environ 50 nm

d’épaisseur et distantes de 10 pm permettent d’imposer un champ électrique dans la couche
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de polymére greffé. Les électrodes ont une largeur de 50 pm et une longueur de 1 cm. Elles
sont organisées en quatre peignes interdigités deux & deux formant deux réseaux de cinqg et
dix « condensateurs » en paralléle. On dépose enfin un polymeére greffé (MMA-DR1 70/30,
synthétisé par la société SPECIFIC POLYMERS a Montpellier) dont la structure est donnée en
fig. 4.2. La couche de polymére non linéaire mesure entre 0,5 et 2 nm d’épaisseur.

L’orientation initiale des chromophores dans le polymére est aléatoire. Pour rendre la struc-

O
O,N— >—N\\ — |
N N
i : A

F1G. 4.2: Structure du polymére non linéaire quadratique de MMA-DR1 70/30.

ture non centrosymétrique, on oriente les chromophores avec un champ électrique tout en
chauffant le polymeére légérement au dessus de sa température de transition vitreuse (7, ~
120° C ) et en appliquant une tension d’environ 30 V.pm™*.

Les aspects théoriques et techniques sont décrits dans la partie qui suit.

4.2 Reéalisation technique

La réalisation technique est adaptée des travaux développés en ref. [10] et [78].
L’échantillon est réalisé sur une lamelle de microscope (en verre BK7) de 170 pm d’épaisseur.
On peut choisir d’autres épaisseurs, celle-ci a été retenue dans un premier temps pour des

raisons de disponibilité et de commodité lors de la réalisation des échantillons.

Préparation de la lamelle

On commence par nettoyer la lamelle a 'acétone, puis & I’éthanol et enfin & 1’eau ultra-pure
18 MS2 en trois bains successifs de 10 min chacun dans la cuve & ultrason. La lame est enfin
séchée sous flux d’azote.
On dépose ensuite une couche de PMMA d’environ 300 nm d’épaisseur pour assurer I’adhé-

rence de I'or au substrat!. On a essayé de remplacer le PMMA (qui n’assure pas des résultats

! Je ne donne pas les paramétres du dépot par centrifugation car ils dépendent de la tournette et de la

concentration de la solution utilisées. A chaque fois, on se référera aux données laissées par les utilisateurs



4.2 Réalisation technique 111

F1G. 4.3: Photographie d’un échantillon sur son support. On distingue au milieu les peignes d’élec-
trodes interdigitées. Contrairement a ce que laisse penser la répartition du copolymeére sur le verre,
Pépaisseur de PMMA-DRI est trés uniforme sur le réseau d’électrodes. Il n’y a eu notamment aucune

migration de polymére prés des électrodes lors de I'orientation sous champ.

facilement reproductibles) par de la colle NOA. L’adhérence était meilleure, mais 1’état de
surface obtenu devenait incompatible avec les épaisseurs que nous souhaitions déposer par la
suite avec une rugosité de plusieurs micrométres.

Le substrat est alors placé dans un béati & pulvérisation ou on le recouvre d’une couche d’or
de 50 nm.

Etape de photolithographie

On utilise un masque de chrome déposé sur une plaque de verre dont on va transférer le
motif a 'or déposé sur le substrat.
Préalablement, on dépose, sur l'or, par centrifugation, une couche de résine photosensible
(Microposit S1813, Shipley UK). On la recuit ensuite pendant 3 min a 95° C.

On insole alors la résine recouverte aux ultraviolets & travers le masque pendant 7 s au moyen

précédents que 'on ajustera au besoin.



112 Structures de champs électriques dans des films polyméres

10 um |50 um 10 mm

F1G. 4.4: Détail du masque ayant servi a la gravure par photolithographie des électrodes. L’ordre

de grandeur de la taille des cartes réalisées avec le MEO est donné par les rectangles rouges.

d’un aligneur. Le motif du masque est reproduit sur la résine en plongeant ’échantillon dans
un bain thermostaté de révélateur (Microposit 351) pendant une minute. L’échantillon est
ensuite rincé a 'eau 18 M) pour arréter 'attaque de la résine par le révélateur. Au cours de
cette étape, la résine qui a été insolée est éliminée par le révélateur, laissant ’or & nu 1a ou
on souhaite I'enlever.

On attaque 'or qui n’est plus protégé par une solution d’iode dans l'iodure de potassium
pendant 30 s, on rince & 'eau 18 M{2. On a alors reproduit la figure du masque en un réseau
d’or.

On enléve la résine restée sur 'or qui n’a pas été attaqué. On illumine tout I’échantillon aux
ultraviolets, sans masque cette fois-ci, puis on le trempe dans le bain révélateur. L’échantillon

est enfin rincé a ’eau ultra-pure puis séché sous flux d’azote.

Dépo6t du PMMA-DRI1
On colle les fils qui assurent les contacts électriques a la laque d’argent avant qu’ils ne soient

recouverts de PMMA. Notons qu’on ne peut pas retirer le PMMA qui se serait déposé sur les
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contacts sans altérer la couche d’accrochage de 'or. Il faut donc procéder & cette étape dés
maintenant.

On dépose alors le copolymére de PMMA-DR1 par centrifugation. Les paramétres sont adap-
tés en fonction de ’épaisseur désirée et de la concentration de la solution (dans l’anisole,

généralement vers 11% en masse). Le PMMA est ensuite séché a I’étuve.

Finition

On procéde a la finition de I’échantillon. Les fils qui assurent les contacts sont collés au sub-
strat a la colle NOA. La laque d’argent n’assure pas une résistance mécanique suffisante au
regard des contraintes que subira I’échantillon. Le séchage de la NOA est trés lent, mais cette
colle présente I'avantage de ne pas se contracter au séchage, ce qui déformerait le substrat.
Des fils longs gainés sont ensuite soudés aux petits fils déja présents. On prendra soin de
protéger I’échantillon pour éviter les projections de résine chaude présente dans ’ame de la
brasure d’étain.
On vérifie a cette étape que les électrodes sont bien isolées les unes des autres. En pratique,

on doit avoir une résistance entre systémes d’électrodes supérieure & 1 MS2.

Orientation sous champ électrique

L’échantillon est placé sur une plaque chauffante. Il est amené & la température de transition
vitreuse du copolymére PMMA-DRI1 (ici 129 ° C pour le 70/30). On applique une différence
de potentiel de 300 V (soit un champ de 30 V.pum~!) sur le réseau d’électrodes qu’on souhaite
orienter. Le claquage est attendu vers 600 V : une tension intermédiaire de 300 V assure un
bon compromis entre le risque de destruction de I’échantillon et la qualité de 'orientation (en
fait, le masque utilisé pour cet échantillon a tellement servi que la qualité du systéme d’élec-
trodes laisse sérieusement craindre un claquage a partir de 400 V). Au bout de 15 min, on
laisse refroidir I’échantillon. On coupe le champ électrique une fois la température ambiante
atteinte (en pratique 40 ° C).
On vérifie en microscopie de génération de seconde harmonique qu’on a bien créé un ordre

non centrosymétrique pour les chromophores.

L’échantillon est alors prét : un exemple est présenté en fig.4.3. Cet échantillon, dont le
PMMA-DRI1 semble mal étalé, a fait preuve d’une robustesse impressionnante : 10 mois aprés
sa fabrication, les mesures restaient parfaitement reproductibles et la couche de copolymeére
est trés uniforme sur le réseau d’électrodes. Les autres échantillons, méme s’ils présentaient un
meilleur aspect, ont été écartés dés la fabrication. Ils présentaient des défauts de qualité des

électrodes, ou avaient « claqué » a lorientation sous champ électrique (ce qui est en général
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le signe d’un défaut sur les électrodes qui n’a pas été vu au microscope).

4.3 Calcul du tenseur électro-optique dans un polymeére dopé

orienté sous champ électrique

4.3.1 Expression du tenseur de y? avec le modéle du gaz orienté

Dans les matériaux organiques, un ordre non centrosymétrique peut s’obtenir par ingé-
nierie cristalline, en matrice polymére avec une orientation (par méthode électrostatique ou
optique) ou encore en travaillant avec des couches monomoléculaires. Le cas des polyméres
orientés sous champ électrique a été le plus exploité pour la réalisation de composants opto-
électroniques.

On réalise les films polyméres par dépot a la tournette. Le polymeére est dopé ou greffé avec des
chromophores non linéaires. Ces derniers sont orientés sous champ électrique tout en chauffant
le polymére juste au dessus de sa température de transition vitreuse. Aprés refroidissement,
les chromophores restent figés selon une orientation moyenne non centrosymétrique dirigée
selon le champ électrique d’orientation. La statistique de cette orientation est donnée, selon

le modéle du gaz orienté, par la loi de Boltzmann [67].
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F1G. 4.5: Simulation de orientation de dipoles moléculaires en matrice. Ils sont orientés par un
champ électrique et désorientés par effet thermique. Les dipéles ont des longueurs différentes car on
ne représente que leur projection dans un plan contenant le champ électrique. Le modéle du gaz orienté
prévoit une statistique de Boltzmann avec un paramétre d’ordre p = % Un champ électrique trés
élevé (p =~ 5) donne une orientation trés forte. En réalité, a cause du claquage, on ne peut atteindre
de telles valeurs. Dans notre cas, on a p ~ 0,2 : lorientation des chromophore est 4 peine visible sur

la figure.

Pour les échantillons considérés, on a utilisé des molécules linéaires (dipole de transition

dirigé suivant I'axe Z) pour lesquelles seul 8777 est non nul. La somme sur (i, j, k) se restreint
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donc & la seule composante ZZZ. En utilisant le systéme de coordonnées sphériques donné en
fig 4.6, explicitons la probabilité d’orientation de dipdles, de moment [ selon Z, orientés par
un champ électrique E de direction z. Elle est donnée par la statistique de Boltzmann? [41,81]

A

suivant 'énergie £(Q) = —f.E :

_ £ \é) puEcos 0 puEcos
&2 e kT e kT e kT
P(Q) = 5(5 pEcos 6 pEcos 0 (41)

[fe o] - [l e T sinfdo dy Con f:e *T d(cos )

F1G. 4.6: Définition des coordonnées liées au dipble moléculaire.

a 129°C environ, sous un champ électrique valant quelques dizaines de volts par micrométre,
on a p~ 0,2. Cette valeur et les approximations du modéle du gaz orienté nous permettront
de travailler avec des développements limités d’ordre 1.

On a donc, avec cette notation :

ebcos 0

27 fg ePcosfd(cos 0)

A
P(Q) = (4.2)
Cette statistique pour le paramétre p = 0, 2 est représentée en fig. 4.7. La probabilité d’orien-
tation n’y est pas représentée sur un systéme de coordonnées polaires. Avec ce systéme de
coordonnées, la figure dépendrait du choix arbitraire de la direction # = 0. De plus, on aurait,

pour 'axe § = 0 choisi dans la direction du champ d’orientation, une figure & deux lobes, qui

2 L’intégrant est ici Pangle solide, ce qui correspond & 1’« état physique ». Dans ce cas, avec uniquement
les deux premiers angles d’Euler, il revient au méme d’intégrer sur l’angle solide Q ou sur I’énergie associée
a cet angle solide. Cela n’est plus vrai lorsqu’on doit travailler avec les trois angles d’Euler. Il faut alors
bien prendre garde a intégrer sur les angles et non sur les énergies, conformément aux résultats obtenus sur

lensemble canonique [79,80].
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s’annulerait pour 6 = 0, c’est-a-dire pour ’angle solide ou la probabilité d’orientation P(ﬁ)

est la plus forte. Malheureusement, une représentation tridimensionnelle n’est pas facilement
lisible pour de faibles valeurs du paramétre p (partie droite de la fig. 4.7). On présente donc
une « coupe » de la représentation tridimensionnelle selon un plan comprenant le champ
électrique d’orientation, ce qui a l'avantage d’étre trés visuel et de ne pas dépendre des co-
ordonnées choisies. Par contre, cette représentation n’a pas de signification mathématique

rigoureuse, et on perd la normalisation.

On voit sur cette figure que le parameétre p = 0,2 est petit, l'orientation des chromophores

F1G. 4.7: Probabilité d’orientation d’un chromophore orienté par un champ électrique. La figure
de gauche donne la probabilité d’orientation en coordonnées sphériques selon un plan comprenant
le champ électrique d’orientation, c’est une coupe de la figure de droite. La représentation tridimen-
sionnelle n’est pas lisible pour de faibles valeurs de p. On ne choisit pas des coordonnées polaires,
car la figure dépendrait alors de D'origine de I'angle. Bien que plus « physique » et plus lisible, la

représentation choisie n’est pas normalisée 4 1 dans une représentation plane.
étant faiblement modifiée : la composante « polée » reste faible face a la partie amorphe.
L’expression générale de X(2) 2.18 et la statistique de répartition explicite 4.2 donne :

2T T pcost (; .
() 2 o o €0 (i,2).(4,Z).(k, Z) d(cosf)dp
S (w+HQw, Q) =N fA(w)f(Q)B

ngk( ) fHW)f(Q) Bzzz 27Tf7?ep0059d(c036)

(4.3)

Etant donnée la symétrie cylindrique (d’axe z) de la distribution moléculaire, ng)z, Xg%)z, X,(z2z)z7
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2) . . 2
Xéz)y ainsi que ng)x sont non nuls. Tous les autres termes sont nuls.

On a alors :

027T fow eP <059 co530 sinf df dyp

2 (w4 Qw, Q) =N W) f(Q)3 4.4
Xzzz( ) f ( )f( ) YAV o f7? epcosed(cos@ ( )
qui devient, via un changement de variable x = cos 8 :
@ ) f_ll 3 eP? dx
Xzzz(w + Q5 w, Q) =Nf (w)f(Q) ﬁZZZﬁ (45)
f_l ePrdr
qui vaut explicitement et au premier ordre en p :
6 + p?)Coth(p) — 3(2 + p?
U+ 00) = NP0z (PEHPICMD ZICETN)
~ SN PR fzzz (4.7)
Et pour les autres composantes qui sont identiques (nggz = Xg(/zy)z = Xg(/zz)y = X§c2z)x> :
2w T pcosf - 2 ;
eP cos @ sin 0)“ cos 0 sinf df d
V(0 00,0) = N ) () frzz i Lo (cos o 5in0) £ (48)

27 ff ePcos9d(cos 0)
qui devient, avec le changement de variable z = cos 0 :

1 3 T
L+ 0, ) = N (@) g s LTV (19)
S errda

qui vaut explicitement et au premier ordre en p :

34 p? —3p Coth(p)> (4.10)

WD+ B, Q) = N A@)F(Q) ﬁm( -

%N F2(w)f(Q) Bzzz (4.11)

Q

Le modéle du gaz orienté que nous avons utilisé ici, donne, pour des chromophores «

batonnets » la relation suivante :

chzx)z (34 2p? — 3p Coth(p)) Sinh(p) 1 p_2 (4.12)
2. p(6+p?) Cosh(p) —3(2+p?) Sinh(p) ~ 3 63 '

(2)

4.3.2 Relation entre Xijk et r;;

On a la relation suivante entre le tenseur de perméabilité diélectrique et les polarisations

non linéaires :
1 2
eij = 0 + x5 + > XhEi + - (4.13)
k
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D’autre part, les coefficients diélectriques sont définis par la relation valable au premier ordre

en champ électrique, en utilisant les indices étendus pour le tenseur r :
A(eig) ! = riju-Br (4.14)
On relie les deux expressions précédentes en utilisant le résultat suivant :
Agij = —g5 A (Ez’j)_l €55 (4.15)

ce qui nous améne, en n’oubliant pas que l'effet électro-optique est la somme des deux « fré-

quences complexes » j et —j€, a :

V2w + 2w, Q) + (@ - Qiw,—Q) = —ei (e (4.16)

Comme on a ngzll(w + Qw, Q) = Xf?,)c(w — Qsw,—Q) et que g = n? :

(2)

2 X, (w+Q,w,Q)

(@) = ==y (4.17)
(4 27

On en déduit donc pour le film mince avec le modéle considéré :

2p N f? Q0
Tzzz = — P f (w)'];( )BZZZ (418)
dSns
Tazz = Tyyz = Tyzy = Vpzgp = ngzz (4.19)

Ceci nous ameéne au tenseur électro-optique suivant :

0 0 &
0 0 ™
0 0 733
Tij = 0 ™ g (4.20)
3
meoog
0 0 O

4.4 Calcul du champ électrique théorique dans le composant

4.4.1 Calcul analytique

Pour calculer le champ électrique attendu dans le composant, on utilise le modéle donné
en fig. 4.8. On a deux plaques infiniment minces chargées +o de largeur L et distantes de A.

Le condensateur est infini suivant I’axe z. La permittivité relative du milieu est &,.

Commencons par calculer le champ créé par une des plaques, chargée +o avec les notations

données en fig. 4.9. Pour cela, on intégre sur la largeur de la plaque le champ électrique créé
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Y A
polymeére greffé & E
° 4\
électrode +o z L xr —o électrode
\:} -
L A L

F1G. 4.8: Modéle simplifié de composant utilisé pour le calcul des champs électriques. Il est tout a
fait raisonnable de considérer les électrodes d’or d’épaisseur nulle : elles ont une épaisseur de 50 nm
a comparer & une largeur de 50 pm et une épaisseur de polymeére de 0,8 nm pour le composant que

nous utilisons.

Y 4

F1G. 4.9: Notations pour le calcul du champ électrique créé par une nappe uniformément chargée.

par un fil infini de charge linéique A, qui vaut, dans un systéme évident de coordonnées
cylindriques :

A g (4.21)

EF=——¢,
2megE,T

Ceci nous donne pour la composante F, du champ :

b b :
—oydf cos B sin b
E, = dE, = 4.22
/a /a 2mwege,y cos20 (4.22)
o b
= — tan 6 do 4.23
2meQEs /a o (4.23)

Ce qui donne :

7 _In <COS 9a> (4.24)

2= 2mwenES, cos Oy,
Et pour la composante E, du champ électrique :

b b 2

—oydf 0

Ey:/ dEy:/ —oydbcos b (4.25)
a o 2meoEry cos?l

S /ab df (4.26)

2megEs
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On obtient donc finalement :
o

= 0, —0 4.27
Yy 27T€0€'r‘ ( a b) ( )
Notons que ces calculs sont valables a la fois pour les champs d’orientation (ou de « poling »)
et pour les champs statiques modulés a 2 nécessaires a 'observation de l'effet Pockels (aux

corrections de champ local prés, différentes pour un champ statique et dynamique).

Reprenons le modéle choisi avec les notations données en fig. 4.10. Les champs calculés

yﬂ

/.

+0o r —0

L A L

F1G. 4.10: Notations pour le calcul du champ électrique créé par le composant modélisé.

précédemment, pour chacune des plaques + et — s’écrivent alors comme suit :

7 _In Vet 40+

E.+ = (4.28)
2mepe 2
0=r (x+49)" +y2
A 2
\/ S—x+L) +y?
Eo- = 7 _in (5 2) (4.29)
TEQE
- Vg —2) +v’
A A
+A4L +4
E,+ = ? [arctan <L> — arctan <$ 2 ) (4.30)
2mepey Y Y

—~

4.31)

A A
5 =T 5—x+L
E,— = g arctan | 2 —arctan | 22—
2mege, Y Y

D’ou la structure du champ électrique dans I’échantillon :
2 2
s 1 {@+%+L)+ﬁ}“%—x+@ +ﬁ]

T Orege, 2 AN2 o] [(A 2, .2
e (et ) 4] [(3 -0 + 2]

2 2
J arctan | o z———— 1Y + arctan 2xy (4.33)
2mwepe, T+y2_x2 (g_i_L) +y2—$2

Les formes précédentes peuvent étre réécrites différemment, mais cela n’améliore pas vraiment

(4.32)

E,=—

la lisibilité des expressions.
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On peut en déduire la structure du champ en quelques points particuliers. Il vaut par

exemple, au centre du composant :

o 2L
E.(0,0) = 14+ — 4.34
(0,0) p—— In < + 1 ) (4.34)

E,(0,0) =0 (4.35)

4.4.2 Structure du champ dans le composant

La structure du champ électrique précédemment calculée est donnée en figs. 4.11 et 4.12.
On observe bien la symétrie du champ, ainsi que des singularités aux points (i%,O). La
courbe montre que le champ électrique n’est pas nul dans les électrodes. Ceci peut paraitre
étonnant, car elles sont conductrices (cela a été implicitement posé dans 'uniformité de la
charge surfacique) : il s’agit d’un artefact qui vient de 1’épaisseur nulle retenue, la répartition
asymétrique de charges qui apparait en surface d’un solide conducteur placé dans un champ
prend ici la forme d’un champ non nul. Ce point n’est cependant pas un paradoxe : le champ
électrique est habituellement considéré comme nul dans les conducteurs, car, a ’équilibre, ils
ne sont soumis a aucun courant. Or, dans ce modéle d’électrode infiniment fine, la résistivité
est infinie selon 'axe y (& cause de I’épaisseur nulle). Le champ électrique peut alors prendre
des valeurs finies sans qu’il y ait de remise en cause du principe de courant nul dans les
conducteurs en électrostatique.

La figure 4.12 montre une structure de champ assez uniforme.

4.4.3 Déphasage engendré

On va maintenant calculer le déphasage engendré lorsque le faisceau traverse le composant.
Comme 'ouverture numérique des objectifs de microscope est assez faible, on considérera que
le faisceau est une onde plane polarisée dans un plan paralléle au substrat. Les corrections
nécessaires pour tenir compte de I'ouverture numérique du faisceau sont données en annexe
de la référence [78]. On considére ici que le champ orientateur et le champ électrique statique
nécessaire & l’effet Pockels sont créés de la méme maniére par le méme systéme d’électrodes et
on admettra qu’ils sont identiques a un facteur prés. On ne s’intéressera qu’aux variations de
phase pour la polarisation incidente. Les phénomeénes de biréfringence induite ne seront pas
considérés car ils sont trés faibles et I'asservissement & 43 du microscope nous garantit que
I’on ne mesure que les variations de phase sans prendre en compte les variations d’amplitude.
Ainsi seuls les coefficients de la forme r;;; nous intéressent. On utilise les notations données
en fig. 4.13.
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distance

au substrat
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5 10um
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électrode

-10 -5
-1
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0.005+
25
, Vo5
électrode S 5
-10 -5
-0.005+
-0.01F
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F1G. 4.11: Profil du champ électrique en fonction de la distance au substrat de verre. Les unités

de champ sont normalisées a la différence de potentiel entre les électrodes. Les échelles de ces figures

(um~!) donnent le champ en V.um~! pour une ddp de 1 V. La distance inter-électrodes vaut 10 um

et les électrodes mesurent 50 nm de large. Les champs électriques ne sont pas nuls dans les électrodes

parce qu’elles ont été choisies d’épaisseur nulle. Le potentiel sur les électrodes n’est donc pas constant.

Le potentiel est considéré appliqué au centre.
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- -
e = % % 3=
=, A NN
+o 10 um -0

F1G. 4.12: Structure du champ électrique dans le polymére. On voit, que dans cette configuration,

le champ est uniforme a 10% pres.

faisceau y A
signal
polymére greffé
()]
électrode e x  €lectrode
A— f.\ > I

10 um

F1G. 4.13: Notations utilisées pour le calcul du déphasage du faisceau signal traversant ’échantillon.

Le tenseur 4.20 montre que pour un champ orientateur dirigé selon j, on a

2
Tiij = —2MNfléu;)Tf7§?)ﬁZZZ E; pouri#j (4.36)
2uN f? Q
o = DN LW w
J

Le taux d’orientation étant faible, on consideére n; = nj. On a donc :

rij = g E; (4.38)

Tiij = = Ej (439)
—_ _2uN f(w) f(Q)Bzzz

avec = = — 5(k% n(4 ) (4.40)

Dans le composant utilisé, le champ électrique a des composantes non nulles selon x
et y. La dépendance du tenseur électro-optique au champ électrique d’orientation étant li-
néaire dans le cas du modéle retenu, on procéde a la somme des contributions aux coefficients
électro-optiques selon chaque composante du champ électrique. On aurait aussi pu utiliser
une rotation du tenseur électro-optique. Cependant, la structure du champ électrique ne se
préte pas particuliérement bien & cette méthode : il faudrait utiliser un jeu de coordonnées
composites (cartésienne pour la position du point courant et angles d’Euler pour l'orientation

du champ) qui ne se réduirait pas simplement étant données les symétries du composant.



124 Structures de champs électriques dans des films polyméres

La composante x du champ électrique d’orientation E° donne les valeurs suivantes aux

éléments du tenseur électro-optique :

Toew = 2 B (4.41)
o = % I (4.42)
Tezw = %E; (4.43)
On a de méme pour la composante y du champ électrique :
25 )
Tyyy = Z By (4.45)
Py = %E; (4.46)

On calcule les déphasages engendrés selon les polarisations z et z par les champs de « lecture »
E'.

On a pour ces deux polarisations les variations d’indices suivantes :

1
<ﬁ>m = Tawa Bl + Taay B, (4.47)
1Y) Bt B (4.48)
Tl2 . zzxtyg zzyty

Etant données les hypothéses précédentes sur 'origine des champs électriques, on a, pour une
méme différence de potentiel appliquée E° = E' = E. On note donc tous les champs sans

exposants relatifs a leur role. Les relations 4.41 & 4.46 donnent alors :

1 E?
— | == | B2+ L 4.49
() —=(22+5 (1.49)
1 E} B
— ) =g (2= 4.50
<n2>z 3 * 3 (4.50)

Dans le cas de champs d’orientation et de lecture différents, il suffit simplement de multiplier

par des amplitudes différentes et non de les élever au carré®. Les variations de phase induites

3 Un champ électrostatique est un facteur géométrique de répartition d’un potentiel électrique. La structure
de ce facteur étant donnée par I’équation de Maxwell-Gauss. En effet, en divisant le champ par le potentiel
appliqué, on obtient une structure géométrique indépendante du potentiel qui en est & I'origine. Les unités des
grandeurs électromagnétiques disparaissent d’ailleurs du résultat. On a retrouvé indirectement cette propriété
dans la représentation de la fig. 4.11 et elle apparait ici aussi sous la forme d’amplitudes éventuellement

différentes en produit d’'un méme « facteur géométrique de champ électrique ».
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par un champ électrique pour un champ optique polarisé suivant la direction ¢ traversant

I’échantillon d’épaisseur e valent :

Api(x,2) = @i (EBz, By) — ¢i (0,0) (4.51)

_27T

A USO ni (Ea, By) (—dy) —/60 ni (0,0) (—dy)} (4.52)

Avec les expressions 4.41 a 4.46 et la relation de dérivation suivante :

1 An
on obtient :
e E2
Apy(z,2) = 27”/0 —22n? <E§+ %) dy (4.54)
o [ E?2 E?
Ap,(x,z) = ;/0 —22n? <?x + %) dy (4.55)

On retiendra finalement le résultat :

e E2
Apy(z,2) = F/ (Eg + %) dy (4.56)
0

e E2 E2
Ap,(z,2) = F/ (? + %) dy (4.57)
0
4rnPZE  Stu N f2(w) f(Q)Bzzz
avec I' = — = ENIT (4.58)

Une mesure précise de la variation de phase selon chacune des polarisations permet de re-
monter & la valeur quadratique moyenne des composantes du champ électrique sur 1’épaisseur
de I’échantillon. Notons de plus que le montage reste sensible au signe du champ électrique
(ou de la composante du tenseur, c’est au choix). Ceci n’apparait pas dans les calculs précé-
dents car le champ « de lecture » était choisi, arbitrairement, de méme signe que le champ
d’orientation. C’est un choix arbitraire : le champ de lecture aurait tout a fait pu étre pris de

signe opposé. Le profil de déphasage est donné en fig. 4.14.

Le microscope ne peut pas mesurer la phase a travers les électrodes a cause de leur opacité.
La réduction de la valeur moyenne de l'intensité du signal est vue comme une chute de
Pamplitude de modulation de la phase par le composant (équation 2.66). D’autre part, la
précision du profil est limitée par la résolution des objectifs de microscope. Pour le montage
actuel, on a un col de 600 nm. Pour modéliser plus précisément ce qui va étre obtenu, les
courbes théoriques présentées en fig. 4.14 sont annulées sur les électrodes puis convoluées par
une gaussienne de 600 nm de largeur qui modélise la fonction d’appareil. On obtient le profil

donné en fig. 4.15.
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3 B2 (¢ = 08 pm)

polarisation r

_ s 1000

— 2
800
600
4004y

électr
-10 ~ 5 10 pum

F1G. 4.14: Déphasage du faisceau signal traversant ’échantillon pour les deux polarisations x et z.
Les bandes ombrées au dessus des électrodes indiquent les zones ot la mesure est impossible a cause
de la trop forte absorption des électrodes. Il est donné en unités %@ pour des différences de potentiel

de lecture et d’orientation de 1 V. La dépendance est linéaire en chacune de ces tensions.

polarisation

— X

— Z

électrode électrode

-10 -5 5 10 um

F1G. 4.15: Déphasage du faisceau signal traversant ’échantillon pour les deux polarisations x et z.

La résolution du microscope (600 nm) et I'opacité des électrodes ont été prises en compte.
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4.4.4 Ordres de grandeur

Le composant a été réalisé avec les caractéristiques suivantes [82,83] :

N ~1,4.10*" m—3

e (633 nm) ~ 1,5

o f2(w) f() ~4,0

pa~13D ~4,3.100% C.m

A =632,8 nm

0, 7(632,8 nm) = 2,6.10737 SI*

kT =5,5.10721 ]

Certaines de ces valeurs sont données approximativement. Elles sont issues de mesures dont les
résultats doivent étre utilisés avec prudence. Le moment dipolaire du DR1 dépend par exemple
du solvant dans lequel la mesure a été faite, il doit étre sensiblement plus faible dans le PMMA
copolymérisé. Toutes ces valeurs devraient pouvoir étre obtenues avec une trés bonne précision
dans les conditions de fabrication de cet échantillon. Toutefois, il ne s’agit ici que de comparer
en ordre de grandeur un calcul théorique et une mesure. Il n’est donc pas nécessaire, au moins

dans un premier temps, de consacrer trop de temps & une détermination précise de ces valeurs.

Ceci donne I' ~ 6,1.10~ | cette valeur étant certainement légérement surévaluée. De plus,
lors du processus d’orientation, lorsque le champ électrique est enlevé, il se produit aussi une
désorientation pour une partie des chromophores qui n’ont pas été suffisamment enserrés dans
la matrice polymeére lors du refroidissement [85-87]. Une lente désorientation a aussi lieu dans

le temps, une fois la fabrication finie, certaines mesures ont été faites sur des échantillons

4 On a la relation suivante entre 3(0) et 5°°(w), valable pour une molécule décrite par un systéme a deux

niveaux, de pulsation de résonance wp, excité a w [84] :

(4.59)

Ce modéle est généralement valable pour les molécules unidimensionnelles, comme le DR1, tant qu’on reste

hors de la bande d’absorption.
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orientés prés de 10 mois auparavant.
Pour donner un ordre de grandeur, avec un champ d’orientation de 30V.pm™! la valeur de I'

obtenue donne 735, ~ 17pm.V L.

4.5 Mesures et validation

4.5.1 Premiére cartographie de déphasage

La premiére carte quantitative de déphasage dii & l'effet électro-optique est donnée en
fig. 4.16. Elle est aussi donnée sous une autre forme en fig. 4.18. On a enregistré le déphasage
entre les deux électrodes du composant décrit dans ce chapitre. Les chromophores ont été
orientés par une tension de 300 V (soit un champ moyen de 30 V.um™!). Le déphasage est
modulé par une tension d’amplitude 1 V et de fréquence 100 kHz appliquée entre les élec-
trodes. La carte mesure 22 pm de large et 47 pm de long. La polarisation du faisceau signal est
perpendiculaire aux électrodes (notation précédente : polarisation z). Ces cartes sont issues

de mesures de 40 points par 40 points.

On retrouve l'invariance par translation qui était attendue le long des électrodes. Le dé-
phasage est aussi de ordre de grandeur de ce qui était attendu (son étude est détaillée dans
ce qui suit). On a par contre une trés forte asymétrie qui n’était pas prévue par le modéle uti-
lisé. Il doit s’agir d’'un phénoméne d’injection de charges par les électrodes dans le polymeére.
Si des charges des deux signes sont injectées dans le polymére, I'injection est beaucoup plus
efficace pour les charges positives. On voit un petit décrochement de la créte de gauche : cela
correspond a un léger photoblanchiment di & l'illumination par le laser pulsé lors d’une ob-
servation de ’échantillon par microscopie en génération de seconde harmonique. L’orientation
des chromophores sous champ électrique a été validée par cette méthode; ici, on a retrouvé
par hasard une zone de lecture précédente.

Le bruit qui apparait sur la fig. 4.16 est essentiellement da & l'algorithme de construction de
la matrice spécialement requise pour la figure en relief. Un autre mode de représentation ne
faisant pas apparaitre ce bruit est donné en fig. 4.18. Il est cependant apparu que les figures
représentées en relief deviennent rapidement plus facilement lisibles que celles en courbes de
niveau. C’est pour cette raison que nous les avons privilégiées. Cependant, les calculs effec-
tués sur les mesures reprennent systématiquement les données brutes directement issues du

microscope électro-optique.
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F1G. 4.16: Premiére image obtenue avec le microscope électro-optique : déphasage mesuré sur un
échantillon (du type décrit dans ce chapitre) orienté sous une tension de 300V et sur lequel est appliqué
une tension « de lecture » de 1 V. La carte mesure 22 pnm de large et 47 nm de long. La polarisation est
perpendiculaire au sens des électrodes (). Le déphasage mesuré est de I'ordre de 10~° rad. On voit
un fort déphasage a proximité des électrodes, et tout particuliérement de 1’électrode sur laquelle était
appliqué le potentiel d’orientation positif. Les calculs ne laissaient pas prévoir un tel déphasage a ces
endroits et encore moins cette asymétrie. Le bruit (les petites ondulations de quelques micrométres
de période) est essentiellement di au logiciel de traitement de données qui n’est pas adapté a ce
type de mesures (voir la présentation en fig. 4.18 qui traite mieux les données, mais dont la structure
est moins facilement lisible). Le léger décrochement observé sur la créte de gauche correspond a du
photoblanchiment dii au balayage du laser du microscope de génération de seconde harmonique utilisé

pour valider 'orientation sous champ électrique de I’échantillon.

4.5.2 Etudes en polarisation, rapport r33/r3

Les mesures de la fig. 4.16 ont été reprises dans les mémes conditions selon les deux
polarisations. Les résultats sont présentés cdte a cote avec les mémes échelles en fig. 4.19,
aboutissant aux effets attendus. Les coefficients du tenseur électro-optique mis en jeu dans la

lecture en polarisation z, parallele aux électrodes, sont plus faibles (d'un facteur 3 environ)
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F1G. 4.17: Simulation de I'enregistrement donné en fig. 4.16 dans les mémes conditions. 1l s’agit en
réalité d’une représentation de la courbe rouge de la fig. 4.14 selon le mode de présentation retenu
pour les cartes de déphasage. Les différences qualitatives entre le déphasage prévu et le déphasage

mesuré apparaissent clairement.

que ceux mis en jeu pour la polarisation z, perpendiculaire aux électrodes.

Les mesures précédentes sont refaites avec un nombre plus faible de points et comparées
aux valeurs obtenues précédemment avec le modéle du gaz parfait. Elles sont présentées en
fig. 4.20. Le nombre de points a été choisi assez faible (16) pour éviter que la lecture du dé-
phasage en un point ne modifie, par effet thermique, 'orientation des chromophores au point
de lecture suivant. En échange, on perd en résolution, mais on a la un bon compromis qui
permet d’aborder les phénoménes physiques mis en jeu. Les comparaisons avec les valeurs
théoriques sont faites uniquement sur les points de mesures. Les interpolations linéaires par
les segments en pointillés ne servent qu’a faciliter la lecture des courbes.

Au centre, les valeurs sont légérement inférieures & ce qui est prévu, mais trés proches en ordre
de grandeur. Les raisons peuvent en étre multiples (désorientation des chromophores, moment

dipolaire surévalué, limitations du modéle, etc.). Sur les bords, on a un effet bien supérieur a
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e

F1G. 4.18: Présentation du résultat de la fig 4.16 selon des lignes de niveaux. Cette représentation est
plus compréhensible au premier abord et présente I’avantage de ne pas ajouter de bruit d’interpolation.

La précédente devient, cependant, rapidement plus lisible.

pol. x N(urad) pol. z \Ad)(urad)

T 40
[ 30

20

[ 10

F1G. 4.19: Déphasage mesuré sur I'échantillon de la fig. 4.16 selon les deux polarisations = et z. La

mesure a été effectuée dans les mémes conditions.

ce qui est prévu. On peut 'interpréter par un phénoméne d’injection de charges, plus efficace
du coté de I'électrode positive. Cette hypothése sera vérifiée ultérieurement en changeant le
métal des électrodes et en modélisant numériquement le phénoméne en tenant compte, cette
fois-ci, d’une densité de charge non nulle et de courants dans le polymére. Il faudra utiliser
pour cela un logiciel de résolution d’équations aux dérivées partielles couplées sur maillage

avec conditions aux limites (du type FEMLAB). Bien compris, ce phénomeéne pourrait étre
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mis & profit pour augmenter 'efficacité d’orientation de chromophores dans les composants

polymeéres. Ces phénoménes sont observables sur les deux polarisations.
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F1G. 4.20: Comparaison des mesures de déphasage et des valeurs prédites par le modéle du gaz
orienté sans injection de charges, pour les polarisations perpendiculaire et paralléle aux électrodes.
Ces mesures ont été faites sur un nombre assez faible de points pour éviter que la lecture de la phase en
un point ne modifie pas, par effet thermique, le tenseur électro-optique au point suivant. Les branches
des croix sont les barres d’erreur. L’erreur sur les abscisses a été choisie égale & la largeur du faisceau

sonde au niveau de I’échantillon. Les lignes pointillées aident simplement a la lecture des courbes.
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On peut utiliser ces résultats pour évaluer la pertinence du modéle du gaz parfait en vé-
rifiant que le rapport 3 entre r33 et ri3 apparait dans les mesures. Une méthode indirecte
consiste & ajuster la courbe de polarisation perpendiculaire sur la courbe de polarisation (z)
paralléle de la fig. 4.19. En tout état de cause, on ne mesure par le rapport %, mais une valeur
moyenne de ce rapport sur I’épaisseur de I’échantillon si on néglige ) par rapport a E,. Cette
approximation est pertinente, on peut la vérifier sur les calculs menés au début de ce chapitre
et tout particuliérement sur le graphique en champ de vecteurs qui montre la structure du
champ électrique dans le polymeére (fig. 4.12). D’autre part, on peut évaluer ce rapport en
procédant & un ajustement des valeurs théoriques de déphasage : on trouve 2,992 4+ 0,003.
L’ajustement sur les valeurs mesurées donne 2,828+ 0, 306. Le modéle du gaz parfait est donc

en accord avec la valeur obtenue expérimentalement.

4.5.3 Comparaison avec la génération de seconde harmonique

Afin de valider plus avant les résultats obtenus, il est intéressant de faire une comparaison
avec un résultat de microscopie de génération de seconde harmonique. Elle donne accés au
carré de certaines composantes du X(z)_ Une carte a été faite avec le microscope monté a cet
effet au laboratoire |78]. La carte d’intensité de GSH est donnée en fig. 4.21., une coupe est
donnée en fig. 4.22.

On retrouve des traits caractéristiques du composant déja observés en microscopie électro-
optique. Cependant, les bosses sont plus piquées et plus asymétriques. Pour des raisons expé-
rimentales, les mesures n’ont pas été faites dans les mémes conditions : c’en est peut-étre la
cause. La polarisation est paralléle a I'axe qui fait front et I’ouverture numérique de ’objectif
est de 1,4. Cette derniére permet des enregistrements mieux résolus qu’avec le microscope
électro-optique : on ne mesure peut-étre donc que le X(2) dans des tranches de polymére.
Par contre une telle ouverture numérique donne des structures de champ en polarisation trés
complexes & proximité du point focal. On ne doit donc pas tenter de comparaison numérique.
D’autre part, le trés fort photoblanchiment (qui se voit par la formation de dents de scie sur
la créte) diminue notoirement ’amplitude observée.

Cette mesure sera reprise dans des conditions les plus proches possibles de la microscopie
électro-optique. On pourra ainsi obtenir un grand nombre d’informations quantitatives sur
I’échantillon. Par exemple, on peut, en combinant I'utilisation des deux microscopies, diffé-
rencier les champs d’orientation et de lecture. Ce qui n’est pas possible avec le microscope
électro-optique seul qui fournit de facto un produit des deux, ni avec le microscope & généra-
tion de seconde harmonique seul qui ne donne accés quau @, ¢’est-a-dire aux conséquences

du champ d’orientation sur la statistique de la répartition des chromophores.
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Fi1G. 4.21: Carte d’intensité de génération de seconde harmonique réalisée sur le méme échantillon
que toutes les mesures de ce chapitre. On retrouve la forme en double bosse asymétrique. Les deux
crétes sont plus fines et plus asymétriques que pour 'enregistrement réalisé en microscopie électro-

optique.

4.5.4 Informations sur la structure des champs électriques

Les déphasages mesurés s’apparentent a des valeurs moyennes spatiales des carrés des
amplitudes des champs électriques selon les axes x et y. Les carrés apparaissent car on a
considéré que les structures du champ d’orientation et du champ de lecture étaient identiques.
On obtient ainsi un déphasage modulé d’amplitude proportionnel & une fonction simple du

carré de 'amplitude des champs. Ce sont les résultats 4.56 et 4.57, on peut les noter :

Ap, =T <<E§> + <E—3§>> et Ap, =T (@ + <E—§>> (4.60)

3 3

On a ainsi accés aux valeurs moyennes des carrés des amplitudes des champs, a un facteur %

preés :
3 3
(B2) = o (Avs — Apz) et (E2) = o7 (3A¢: — Agy) (4.61)



4.5 Mesures et validation 135

S5 _| 2 iy >
~ = i ]
© I =
% > P 2
o O H o
S c I c
0 o ; S
g ] H -+ +—
% © ©
S = =
c i H
£ o 2
— : Y
O + 2
i )
S g
_ o +- 5
3} R Q
= T ; =
: e = ‘©
: J. : G? +'+‘ _+...4__JI__ L l.-"+" _+'=.1 1 Ll 1 : T :

Position (u.a.)

F1G. 4.22: Coupe de la carte 4.21. Les barres d’erreur ne tiennent pas compte du photoblanchiment.

En fig.4.23, on voit que 'accord entre les valeurs moyennes des carrés des champs élec-
triques mesurés et calculés n’est pas bon du tout.
Pour < E2 >, on retrouve bien la dissymétrie observée pour les déphasages. La valeur du
champ électrique suivant x au centre de la zone mesurée est légérement inférieure & ce qui
est calculé. Ceci est dii & une moindre orientation des chromophores par rapport a ce qui est
prévu. L’efficacité de conversion des champs donnée par le facteur I' est, on I'a vu, légérement
surévaluée. Il ne faut donc pas s’étonner d’une petite différence comme celle-ci : ce sont sur-
tout les formes des courbes qu’il faut comparer.
Le cas de < E; > est trés intéressant. Du c6té de I'électrode positive, on voit que < E; >
passe par une valeur négative. Ce résultat est vérifiable sur toutes les mesures effectuées en
différents endroits de ’échantillon. On a le méme phénoméne, mais moins visible du coté de
I’électrode négative (la comparaison d’un grand nombre de courbes montre qu’il existe bien).
Quelle que soit la forme du champ électrique, en accord ou non avec le modéle du gaz parfait,
on ne peut pas avoir de valeurs négatives pour < E? > si les champs d’orientation et de
lecture sont identiques & un facteur prés. La valeur négative de < EZ > sur une bande le long
de I’électrode montre qu’il y a, spatialement, deux changements de signe d’un seul des champs
électriques utilisés (soit orientation, soit lecture). Les mesures faites jusqu’ici ne permettent
pas d’aller plus loin. Il est cependant trés vraisemblable que ce phénomeéne soit relié & une in-
jection de charges. On peut aussi raisonnablement supposer que la structure la plus complexe
revient au champ statique utilisé pour orientation : en augmentant la fréquence du champ,

les déplacements de charges ont tout lieu de diminuer dans un tel composant, laissant alors
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F1G. 4.23: Valeurs moyennes des carrés des amplitudes des champs électriques obtenues a partir de
Pexpression 4.61 appliquée a des coupes de mesures du type de celles de la fig. 4.19. Les commentaires
sur ces courbes sont donnés dans le texte. Les croix sont des barres d’erreur. L’erreur latérale est
choisie égale a la résolution transversale du microscope. Les segments pointillés servent simplement a

faciliter la lecture des courbes.

uniquement place a la structure électrostatique du champ électrique donnée par ’équation de
Maxwell-Gauss appliquée au condensateur formé par les deux électrodes entourant le diélec-
trique. Cette hypothése pourra étre approfondie en retragant la courbe 4.23 a des fréquences
différentes (ici, elle a été obtenue & 100 kHz).



4.5 Mesures et validation 137

4.5.5 Champ sans contre-électrode

Les résultats de la structure des champs 4.32 et 4.33 montrent qu’il existe un champ non
nul sur le bord de I’électrode qui n’est pas en vis-a-vis de 1’électrode de charge opposée. Ce
champ existe a la fois a l'orientation et & la lecture. On en donne une carte en fig. 4.24. On voit
que le signal est quasi nul sous I’électrode. Apparait ensuite la créte de déphasage, supérieure
a ce qui est prévu par le calcul (tout comme pour le champ entre les deux électrodes), on
retrouve le phénomeéne supposé d’injection de charges. Ensuite, on a une zone de déphasage
trés variable. Elle s’estompe quand on s’éloigne de I’électrode (non représenté). L’origine de
ces signaux a 'apparence aléatoire, mais dont la cartographie est parfaitement reproductible,
n’est pas comprise.

On peut aussi cartographier ce phénoméne suivant l'autre polarisation et sur le bord de
I’électrode négative. On retrouve alors la méme forme de carte de déphasage, les amplitudes
sont toutefois plus faibles, conformément a ce que laissent prévoir les calculs. On a ainsi un

phénomeéne d’orientation, mais hors du condensateur que les électrodes forment en vis-a-vis.

4.5.6 Systéme microstructuré : premiére démonstration

Le microscope électro-optique peut étre utilisé pour valider ou étudier la microstructura-
tion du X(z) d’un milieu transparent. Un premier exemple trés simple est donné en fig. 4.25.
Le faisceau laser de sonde a été pointé pendant une vingtaine de secondes sur le méme point
de I’échantillon. Les chromophores ont été désorientés par I’élévation locale de température.
On résout tout a fait ce point.

Toutes les structures de x(?) dont la taille caractéristique des détails va du micrométre a
quelques dizaines de micrométres et qui peuvent étre placées dans un champ électrique pour-
ront étre étudiées par microscopie électro-optique. L’étude ne se limite pas & la désorientation
comme ce qui est présenté en fig. 4.25, on peut aussi étudier indépendamment les différentes
composantes du tenseur (leur signe compris) en jouant sur les polarisations du signal. Il est
par exemple possible de cartographier la structure d’un composant dont les composantes du

X(2) varieraient, mais ou ‘ X(2)| serait constant.
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F1G. 4.24: Déphasage mesuré sur le bord extérieur de I’échantillon, du coté de 'électrode positive
en polarisation perpendiculaire a I’électrode. Il est plus important que ce que prévoit le calcul : on
retrouve la un possible phénoméne d’injection de charges. Il est aussi visible suivant I’autre polarisation
et sur I’électrode négative ot il est moins intense. Les « vagues » sur la gauche ne sont pas du bruit de
lecture, mais bien le déphasage sur cette zone de I’échantillon. En effet, sur la droite, sous I’électrode,

le niveau de signal est plus faible, le « bruit » aussi.
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F1G. 4.25: Déphasage mesuré sur I'échantillon de la fig. 4.16 ou la structure du tenseur électro-
optique a été localement modifiée. Les chromophores ont été simplement désorientés par effet ther-
mique en illuminant continiiment, en un point fixe, I’échantillon pendant environ 20 secondes avec
une puissance laser de 500 pW. On montre ainsi la possibilité, pour le microscope électro-optique, de

cartographier des microstructurations de x().
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Chapitre 5

Effet électro-optique dans les couches

de Langmuir-Blodgett

Les couches de Langmuir-Blodgett constituent une étape naturelle avant de passer au sys-

téme biologique. Montrer que le microscope permet de mesurer des déphasages dus a leffet
électro-optique dans des membranes phospholipidiques dopées est une étape nécessaire avant
d’envisager d’aller plus loin.
Le résultat présenté ici a été obtenu a la toute fin de ce travail de thése et ne sera donc pas
détaillé. D’autre part, les échantillons sont délicats & réaliser, ce qui explique le caractére trés
préliminaire des résultats. Il a été obtenu en collaboration avec un groupe de physique des
membranes phospholipidiques de I'Institut Charles Sadron a Strasbourg (Sigoléne Lecuyer et
Thierry Charitat).

5.1 Description des couches

5.2 Structure de I’échantillon

La membrane étudiée peut étre considérée comme biomimétique. Il s’agit d’une bicouche de
phospholipides DSPC (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). C’est le systéme le plus
proche des membranes biologiques auquel nous avons pu avoir accés. La couche a été dopée
asymétriquement avec les colorants tensio-actifs non ioniques S107474, synthétisés par Impe-
rial Chemical Industries, qui lui conférent un caractére électro-optique [41,88|. La structure
du DSPC et du colorant est donnée en fig.5.1.

Le colorant S107474 a été retenu car il est non ionique (il forme seulement un zwitterion) et
posséde les propriétés tensio-actives nécessaires (taille des chaines hydrophobes notamment)

lui permettant de s’insérer dans une membrane de DSPC sans trop la perturber. Les iso-
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F1G. 5.1: Structures du phospholipide DSPC' et du colorant S107474. La premiére structure est
disponible commercialement. On a retenu un phospholipide qui forme assez facilement des membranes
proches des systémes biologiques. Le colorant a été synthétisé par 1CI dans le cadre d’une collabora-
tion avec le CNET de Bagneux. Il est amphiphile, ce qui permet de l'insérer dans une membrane de
phospholipides sans contraintes. Il a été choisi non ionique pour éviter la migration du contre-ion a

travers la membrane lorsqu’une différence de potentiel est appliquée.

thermes des couches monomoléculaires de DSPC ne sont pas modifiées par le dopage a 1%
en colorant. Le caractére non ionique du colorant était préférable pour éviter une éventuelle
migration du contre-ion & travers la membrane, ce qui aurait pu endommager la bicouche. On
pourrait alors craindre que sous leffet des champs appliqués (de l'ordre de 107 V.m 1), les
courants transmembranaires ne viennent détruire localement la membrane créant alors une
chute de potentiel [89]. Nous avons recouvert la membrane d’une solution saline de chlorure

de calcium pour assurer le contact avec ’électrode par un électrolyte.

Pour étre utilisable dans le microscope électro-optique nous avons retenu un échantillon
dont la structure est donnée en fig. 5.2. La membrane de phospholipides dopée est déposée
sur une lame ITO. Une solution saline, donc conductrice, adapte la forme de la membrane
a celle d’'une contre-électrode en ITO. Le tout est maintenu par un espaceur en élastomeére

d’environ 1 mm d’épaisseur. Des petites pinces de cuivre assurent les contacts électriques.

On a pu observer la destruction de I’échantillon sous le potentiel de lecture appliqué. Il est

trés certainement relié & des fuites de courant & travers la membrane. On a également observé
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FI1G. 5.2: Schéma de I’échantillon ; les échelles ne sont pas respectées. La membrane est déposée sur
une lame de verre recouverte d’ITO. Seule une couche est dopée. Que ce soit la couche supérieure ou la
couche inférieure importe peu. La contre électrode est formée d’une lame ITO et d’une solution saline
conductrice. On ne peut en effet pas mettre deux lames ITO de part et d’autre de la membrane sans la
détruire. On utilise donc un électrolyte liquide qui adopte les formes de 'I'TO et de la membrane tout en
étant conducteur. Le chlorure de calcium ne perturbe pas la membrane de DSPC a ces concentrations.
La bicouche mesure 5 nm d’épaisseur et I’espaceur, un peu moins de 1 mm. Les lames de verres, de

1 mm d’épaisseur sont recouvertes de 100 nm d’ITO. La fenétre est d’environ 1 cm.

la formation de domaines oranges et bruns, visibles & 1’oeil nu, d’une taille caractéristique de 1

mm, sous une couche laiteuse. La membrane a été utilisable pendant un peu moins d’une heure.

5.3 Technique de fabrication

L’échantillon a été réalisé par le groupe de I'Institut Charles Sadron.
Les lames d’ITO ainsi que I'espaceur en élastomeére ont été nettoyés dans la cuve & ultrason
pendant 10 min successivement au chloroforme, & 'acétone, & I’éthanol, puis a ’eau 18 M.
La cuve de dépot de films (Nima) préalablement nettoyée et remplie d’eau salée au chlorure de
calcium & la concentration de 1073 mol.L ™!, un film de phospholipide est déposé en surface et
la tension est asservie & 40 mN.m. On dépose la premiére couche de DSPC en sortant une lame

ITO de la cuve. On retire alors le tensio-actif que ’on remplace par le méme phospholipide
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dopé a 1% en colorant (concentration moléculaire). On plonge la lame d’ITO : la membrane
dopée est déposée (illustrations en fig. 5.3). On met alors en place, sans sortir 1’échantillon,
I’espaceur et la lame supérieure aussi délicatement que possible. Cette technique peut paraitre

un peu lourde, mais elle permet de réaliser des couches asymétriques [90,91].

F1G. 5.3: Illustration de la méthode de fabrication de la membrane. En sortant le support de 'eau,
on dépose une couche de phospholipides sur la lame. La partie hydrophile se dépose sur I'ITO. Ensuite,
en la plongeant, les tensio-actifs se déposent faces hyrophobes en vis-a-vis. Schéma T. Charitat, ICS,

Strasbourg.

On peut enfin sortir I’échantillon qui est prét pour les mesures, mais reste extrémement
fragile. On place les pinces de part et d’autre et on le fixe dans le porte-échantillon d’ot on
évitera de le retirer. La fragilité de 1’échantillon vient essentiellement du traitement que 'on
fait subir & I’élastomére : pour qu’il ne pollue pas les membranes, on lui fait subir le méme

traitement qu’aux lames. Sa surface n’adhére alors plus trés bien a I'ITO.

5.4 Reésultat de la mesure

Le résultat de la premiére mesure est donné en fig. 5.5. On y a tracé le déphasage mesuré
en fonction de 'amplitude de la tension d’entrée. Les points de mesure correspondent a des
amplitudes créte-créte. Les mesures ont été faites & 150 kHz. On retrouve la linéarité attendue.
Ces mesures étaient trés bruitées. Les raisons ne sont pas connues, il est possible que ce soit
lié au comportement de la membrane sous ce champ électrique. La détection synchrone a dii
étre réglée sur un temps d’intégration de 200 ms.

Un calcul d’ordre de grandeur, en utilisant les données de la littérature, nous indique que,
sans considérer le probléme de report de champ, nous devrions atteindre des amplitudes de

déphasage de 1073 rad a 4.102 pour une amplitude de tension de modulation de 20 V. Etant
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F1G. 5.4: Photographie de 'échantillon décrit en fig. 5.2. Les lames sont décalées pour pouvoir
v poser les pinces en cuivre. Le séparateur en élastomére est vermillon. La faible concentration de

colorant dans la membrane ne permet pas de la voir (elle se trouve sur la lame du dessous).

donné que la membrane forme un systéme RC, le facteur de report de champ est ici un pro-
bléme de filtre passe bas du premier ordre. La géométrie de 1’échantillon et la conductivité de
lélectrolyte donne, pour la fréquence utilisée un facteur de report de champ d’au moins 1/30.
On retrouve le bon ordre de grandeur, méme si la mesure obtenue est supérieure a ce qui est
attendu.

Des cartes n’ont pas pu étre faites dans la mesure ou l'amplitude de la réponse (& tension
d’excitation constante) varie sur des distance caractéristiques de quelques centaines de micro-

métres. Un autre enregistrement fait a un point différent est donné en fig. 5.6.

La question de I’élimination des artefacts se pose. Comment peut-on s’assurer que le signal
enregistré n’est pas le rayonnement des fils d’alimentation de I’échantillon qui serait capté par
les photodiodes ?

Le microscope électro-optique offre une réponse simple a cette question : il suffit d’obturer
la voie signal pendant la mesure. Toutes les informations sur les modifications de phase sont
portées par le faisceau signal et uniquement par lui. D’autre part, le signal ne transporte
aucune information relative & d’autres facteurs que les variations d’amplitude et de phase
(intégrées sur cette voie). A chaque série de mesure, pour vérifier qu’'on n’a pas affaire a un
artefact, il suffit donc d’obturer le signal et de vérifier que la sortie de la détection synchrone
s’annule.

Ajoutons que le graphe 5.7 y répond indirectement : quand une tension statique est ajoutée,
on observe une modification de I'intensité de la réponse. Or, un champ statique n’est pas

rayonné : au moins une partie du phénoméne est donc propre a 1’échantillon.
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F1G. 5.5: Déphasage mesuré a travers la membrane phospholipidique dopée. Les grandeurs corres-

pondent a des amplitudes créte-créte. La tension est modulée a 150 kHz. On intégre sur 200 ms.

La vie de I’échantillon ayant été trés bréve, le nombre de mesures a été trés limité : mon
principal souci était de vérifier qu’il ne s’agissait pas d’artefacts.
Il a cependant été possible de faire quelques autres enregistrements : examiner la variation
de 'intensité de la réponse lorsqu’une composante continue est ajoutée & la tension alterna-
tive utilisée pour moduler le déphasage. Le résultat est donné en fig. 5.7. On voit une légére
diminution de l'intensité de la réponse quant on augmente la composante continue. Il s’agit
en tout état de cause d’une réorientation des phospholipides ou des chromophores dans la
membrane. Un effet Kerr électrique pourrait étre envisagé, cependant, il s’accompagnerait
d’un déphasage a la fréquence double de la tension d’excitation. Il n’a pas été observé (la dif-
férence entre 'effet Kerr électrique, et la réorientation supposée pourrait tenir dans la vitesse
de la réponse). On ne dispose pas encore d’assez de données pour tenter une interprétation

quantitative sur cette mesure.

La bréve durée de vie de la membrane a permis de vérifier que I'on enregistrait bien de
leffet électro-optique dans la membrane. Au bout de 45 min environ, la détection synchrone
indiquait I'absence de signal. En observant 1’échantillon, on pouvait voir que celui-ci avait pris

une texture laiteuse orangée : la bicouche phospholipidique était détruite.
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F1G. 5.6: Méme enregistrement qu’en fig. 5.5. Les mesures ont été prises a quelques centaines de
micrométres de I’enregistrement de la fig. 5.5. La pente est différente, ce qui peut s’expliquer de deux
fagons (non exclusives) : soit l'eflet électro-optique y est plus important, soit le report de champ sur

la membrane est meilleur.
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F1G. 5.7: Intensité normalisée de la réponse en déphasage a une tension alternative en fonction de
la composante continue de la tension de modulation. Il est encore trop tét pour tenter une interpré-
tation quantitative sérieuse. Il y a cependant tout lieu de penser qu’il s’agit d’'une modification de la

statistique d’orientation sous leffet orientateur du champ électrique statique.



Chapitre 6

Perspectives et méthodes pour des

applications a la biologie

L’application du microscope électro-optique & 1’électro-physiologie est trés prometteuse :
une lecture sans contact avec une résolution micrométrique des potentiels d’action permet-
trait d’accéder a des différences de potentiels transmembranaires dans des zones pour l'instant
inaccessibles aux méthodes de patch-clamp. La microscopie électro-optique constituerait alors
une alternative, ou tout le moins un complément utile, a la microscopie par génération de se-
conde harmonique. Un certain nombre de difficultés devront toutefois étre surmontées. Elles
proviennent indirectement de la faible valeur du X(2) des membranes dopées et de la forme a
priori non périodique du potentiel. L’intérét du microsocope en biologie est détaillé dans ce

chapitre. Les verrous technologiques sont identifiés, des voies de solution sont proposées.

6.1 Principe d’application a I’électrophysiologie

6.1.1 L’idée générale

Le déphasage par effet électro-optique présente I’avantage, dans certaines configurations,

d’étre indépendant de I’épaisseur du matériau utilisé. Ainsi, une différence de potentiel aux
bornes d’'une membrane de quelques nanométres d’épaisseur peut induire le méme déphasage
qu’un cristal centimétrique a X(z) équivalents.
L’utilisation de l'effet électro-optique comme sonde de potentiel transmembranaire est alors
envisageable si la membrane a un x® suffisant. Un minimum de 1 pm.V~! est nécessaire pour
que Deffet soit mesurable. Avec un tel Y@, les techniques développées ici ne permettront pas
d’aller en deca d’une différence de potentiel transmembranaire de 1 mV.

La question suivante se pose alors : les membranes biologiques ont-elles un effet électro-optique
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endogéne suffisant ou doivent-elle étre dopées ? En ’absence de travaux sur ce point, la ques-
tion est débattue. D’une part, la non centrosymétrie des membranes biologiques, que celle-ci
résulte de la différence de potentiel transmembranaire moyenne, des phospholipides qui ne sont
pas en concentrations et en espéces identiques de chaque c6té, ou des nombreuses molécules
insérées asymétriques dans la membrane, laisse penser qu’un effet électro-optique intrinséque
est envisageable avant tout dopage.

D’autre part, si un effet électro-optique existait dans les membranes, on aurait toutes les
chances d’y observer de la génération de seconde harmonique. Les non linéarités nécessaires
pour chacun des phénomeénes dans les conditions actuelles d’observation (microscopie électro-
optique envisagée d’une part et génération de seconde harmonique obtenue grace a un laser
femtoseconde dans le proche infrarouge d’autre part) sont du méme ordre de grandeur. Or on
n’a jamais observé de génération de seconde harmonique dans une membrane biologique isolée
non dopée. Tout semble donc indiquer que I'observation d’effet électro-optique requerra donc
de doper les membranes. De tels colorants existent et ont été mis & profit pour des études de
génération de seconde harmonique [34-37| mais leur marge de progrés (robustesse, efficacité,
solubilité, non toxicité, photostabilité, etc.) reste considérable. Le X(2) d’une membrane bio-

logique est de toute facon inférieur a 1 pm. V=1,

6.1.2 Effet électro-optique dans une membrane dopée

Considérons un modéle trés simple de membrane dopée dans lequel les chromophores sont
inclinés d’un angle constant 6 par rapport a la normale de la membrane (fig. 6.1). Les colo-
rants sont donc répartis sur un céne de demi angle au sommet 6y. Ce modéle rudimentaire, qui
est cependant assez couramment utilisé pour modéliser des distributions moléculaires dans des
couches monomoléculaires, donne des résultats physiques suffisants pour estimer le potentiel

du microscope électro-optique pour application a la biologie.

L’expression 2.18 devient dans le cas d’'une membrane d’épaisseur e dopée par une densité
surfacique Ng de chromophores.

e+ 05w, =2 LEIO S [[ Bier@ @i pdE 6

LK
Dans le modéle retenu, la probabilité d’orientation vaut :

Pt =52 = Sy 62

Le dénominateur est simplement un facteur de normalisation. L’expression 6.1 devient, avec

la probabilité d’orientation retenue, pour des chromophores « batonnets » :

1,).(J,)-(K, k) df dp
27

o+ 2u.2) = 2 20 (0, I

ik (6.3)
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F1G. 6.1: Angles relatifs a un modéle d’orientation conique des colorants dans la membrane. Le

chromophore présente un angle 6y constant avec la normale de la membrane.

Dans cette derniére expression, sin 6y a été simplifié car il compense le jacobien pour la seule
valeur non nulle de 'intégrant (6 = 6y).

La symétrie macroscopique (Coo, suivant z) est identique a celle du polymére orienté sous
champ électrique présenté dans le Chapitre 4. On a donc deux valeurs de x(?) indépendantes

X% et x4 = X = X%y = x4

N, 5(0 — 6y) cos®0db d
V(0. ) = 2 () (), L o) cos B0 (6.4
N,
= ?S FHw) F()Bzz2 cos® by (6.5)
et
N, 8(0 — 09) (cos @ sin0)* cos0db d
0+ 20,0 = 22 1200 (0) 8 IO (05 0500) 2 o)
N, sin? Ggcos 0
= ?S ) F(Q)Bz22 # (6.7)
On en déduit, au moyen de la relation 4.17, le tenseur électro-optique :
0 713
0 0 r13
rij == 0 0 "33 (68)
0 T13
T13 0 0
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avec :
2
3 = — Ns f (w(z{liQ)ﬂzZZ sin? Oycos Oy (6.9)
Ny f? Q
rag = —— f (wz‘:;i )Bzzz 2 cos> By (6.10)

On retrouve la méme forme de tenseur que pour un polymére orienté, mais avec un rapport
% qui dépend de 6.

On a % = tmf 7 On obtient le rapport donné par une orientation électrostatique %f) =3

pour 'angle 6y = 39,2 ° .

6.1.3 Déphasage en traversant une membrane

Calculons le déphasage subi par un faisceau traversant la membrane éventuellement incli-

née sur le plan. Les notations utilisées sont données en fig. 6.2.

faisceau
signal .

E
pol 1' pol 2' \6\ \

(Lﬁ’z’ ‘ o3 n 33
‘\\ﬂ“"‘
T

F1G. 6.2: Notations utilisées dans le calcul du déphasage subi par un faisceau traversant une mem-

brane dopée.

Pour la polarisation ¢, le déphasage est donné par :

Ag; = 27” [ () = o)) a (6.11)

On considére l'indice et le champ uniformes sur ’épaisseur de la membrane, l’expression
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précédente devient alors! :
Ag; = 2T _© (E) (6.12)
2" An .
LD lcosal "
2 e 1
= - 2n3A (= | (B 6.13
A |cos a| i <n3> (E) (6.13)
(6.14)
Les calculs de changement de repére sont détaillés en Annexe B.
Pour la polarisation 1’, on a :
1
1/
Ce qui donne le déphasage :
4
Apy = Sri3E 6.16
¥1 X Jeos a 13 ( )
47 Ny f? Q in? 6 cos 6
A e n |cos a
Et pour la polarisation 2’ :
1 2 .2
Al — ) (E) = — (cos’arys + sin“arss) E (6.18)
ns,
D’ou le déphasage :
Ay — 4_7rvn3 cos®aroz + sin®arss (6.19)
A |cos a
47 Ny f2(w) f(© in? 0y cos Oy cos*a + 2 cos30y sin®
_ _Am N f2(w) f( )BZZZ sin” 6y cos by cos“a + 2 cos>y sin a. (6.20)
A e n |cos a
On peut résumer ces résultats comme ceci :
in? 6 0
Apy =T st Yo €05 Yo (6.21)
|cos a
in? 6 0 2 2 cos30 sin?
Agy =T sin* 0y cos 0y cos“a + 2 cosfy sin“o (6.22)
|cos a
47 Ny f? O
avee T — 27 Ns (@) () Buaz (6.23)

A e n

! L’apparition de la valeur absolue peut sembler étonnante : une fonction non analytique apparait dans un

modéle trés simple. En fait, comme le cos est au dénominateur, cela ne la rend pas moins analytique. D’autre

art, si on améliore le modéle, on se rend compte que les divergences apparaissant & a = +Z ne sont pas
b b 2

raisonnables, le déphasage doit varier continiment en ces points, ce qui est bien plus proche du résultat obtenu

avec la valeur absolue.
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On obtient les déphasages donnés en fig 6.3. On voit qu’il existe un angle d’insertion
des chromophores pour lequel le déphasage engendré est maximum. Cette propriété est in-
dépendante du modele utilisé (d’une maniére générale 'orientation des chromophores la plus
efficace pour l'optique non linéaire n’est pas intuitive : elle requiert des angles non triviaux).
Il est de 54,7 ° pour la polarisation 1’ quelque soit ’angle d’incidence du faisceau et pour la
polarisation 2’ aux incidences presque normales. En « lumiére rasante » le déphasage est plus

important.

polarisation 1 polarisation 2

F1G. 6.3: Déphasage du faisceau laser (en valeur absolue) selon chacune des polarisations données
en fig. 6.2 en fonction de I'angle d’incidence du faisceau sur la membrane et de I’angle d’insertion des

chromophores.

6.1.4 Deéphasage en traversant un tube modélisant un axone

Considérons un modéle de cellule trés simple. Le faisceau traverse deux membranes suc-

cessives sous des angles a et m — . On considére maintenant que o € [—%; %]

Dans ce cas, le déphasage total vu par la polarisation 1 est donné par :

1 1
Apy cettule = Tsin® g cos by + 1% (6.24)
lcosal = |cos (m — )]
D’ou
;2
A@l’ cellule = 47 sin” B0 cos bo 14 (625)
cos «

Et pour la polarisation 2 :
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pol 2 pol 1
faisceau
signal
«
Me
’%ﬁ
%
Q(‘
z
Q.
o
™=«

F1G. 6.4: Notations utilisées pour le calcul du déphasage subi par un faisceau traversant une cellule

considérée cylindrique, donc deux membranes aux angles o et m — a.

2 2 .
Ay cottate = YV | sin2 0 cos Oy | 2L 4 05 (m—a)
lcosal  |cos (m — )]
3 sino Sinz(ﬂ' — a)
+2cos°0y + (6.26)
lcosa|  |cos (m — )
D’ou
A‘P2’ cellule = 41 (Sin2 90 CcOS 90 cosa + 2 00530031’71 atan a) Vv (6.27)

L’effet en traversant deux membranes est simplement le double de 'effet pour une seule
membrane. C’est une force de 'effet électro-optique pour ce probléme : le microscope ne sera
pas aveugle « au milieu » de la cellule. Contrairement & la génération de seconde harmo-
nique ot les contributions des membranes interférent destructivement, ’effet électro-optique
se traduit par une simple variation de phase. Les deux membranes sont symétriques pour

Iorientation des chromophores, mais aussi pour 'orientation du champ électrique, le dépha-

sage est donc le méme & chaque fois : on n’a pas le probléme de la génération de seconde

harmonique qui voit les deux membranes symétriques. Bien entendu, en « lumiére rasante »,
leffet est plus important puisque le parcours du faisceau dans la membrane est plus long.

Notons que le modéle est particuliérement simpliste. Le diamétre d’un axone est de quelques
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micromeétres. L’ouverture numérique du faisceau étant 0,6, sur la traversée d’'un axone, le
faisceau « s’ouvre » de quelques microns aussi. On doit donc reprendre le modéle précédent
avec une ouverture numérique non nulle. Dans ce cas, le probléme n’est plus analytique, il
faut alors procéder a des calculs numériques. D’une maniére générale, on retiendra que les
divergences disparaissent pour un faisceau tangentiel & la membrane. A cela s’ajoute la struc-
ture exacte de ’axone. Les deux membranes se faisant face ne sont pas forcément symétriques
en inclinaison.

Une simulation de la répartition de 'amplitude modulée est donnée en fig. 6.5. La polarisa-
tion du faisceau est identique sur toute la surface de I’échantillon constitué d’un « coude »
cylindrique. La sensibilité & la polarisation n’empéchera pas la lecture du potentiel, méme si
elle la perturbera. Des solutions telles que I'utilisation de polarisations circulaires permettront

d’améliorer 'uniformité de 'image.

-«——>» polarisation du signal

0

F1G. 6.5: Simulation de 'amplitude du déphasage sur un coude de neurone pour un potentiel trans-

membranaire indépendant de la position (0 = 35 ).
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Nous avons considéré ici que le champ électrique n’avait pas d’incidence sur l'orientation
des chromophores dans la membrane. Ce n’est bien entendu pas le cas [33]. Au terme linéaire
en V qui apparait dans cette partie, il doit donc s’ajouter un terme en V2 qui pourrait étre
observable dans la mesure ou il modifie les composantes du tenseur électro-optique d’envi-
ron 10% pour les valeurs de champs électriques qui nous concernent. Une étude préliminaire
de l'influence de ce terme supplémentaire peut étre effectuée en imposant une variation de
potentiel alternative & la pulsation €2 & une cellule « clampée » et en mesurant la réponse
a 2. Le microscope électro-optique peut faire ce type de mesures sans modification, il suf-

fit de demander a la détection synchrone de se « caler » sur la fréquence double de la référence.

6.1.5 Ordre de grandeur du déphasage

Un calcul d’ordre de grandeur est nécessaire pour voir si le phénoméne est abordable avec
le microscope électro-optique. Pour cela, on reprend les conditions décrites pour I'observation
de génération de seconde harmonique dans les membranes de la réf. [42] (concentration de
colorants de 1,5.10'6 m~2, épaisseur de membrane 3,7 nm, indice 1,45) en tenant compte des
corrections de longueur d’onde avec un modeéle & deux niveaux (simple mais suffisant) données
en réf. [92].

Les conditions de la réf. [42] ne sont pas optimales pour des applications réelles a la biololgie :
la concentration en colorant (Di-6-ASPBS) est trés élevée (de 'ordre d’une molécule sur 100
dans la membrane extérieure) et les solvants du colorant sont des mélanges éthanol / DMSO.
La résistivité des membranes neuronales est gravement modifiée pour une concentration en
DMSO [19] approchant 0,1% ou une concentration en éthanol approchant 1% 2.

Des molécules tensio-actives solubles dans de I'eau salée a 33 g.L~! avec une hyperpolarisabi-
lité plus forte, absorbant vers 550 nm, sont en cours de développement en collaboration avec
le laboratoire de chimie de I'Ecole normale supérieure de Lyon (Olivier Maury). Elles per-
mettront d’obtenir la méme efficacité non linéaire pour la membrane avec des concentrations
moindres et des solvants & propriétés physiologiques.

Le Di-6-ASPBS a un 8 de 1,1.10736 SI & 880 nm et absorbe & 485 nm. L’expression de I’hy-
perpolarisabilté valable pour une molécule linéaire s’accordant.... mot malheureux.... avec un

modéle & deux niveaux sans absorption [92] est :

3 2 2 2 2
e” [po1|” (111 — foo wy (3w +wiwy —w
Bzz2(w3, w1, ws) = Lt (hl; poo) 5 02(  —— 23) 5 (6.28)
(w§ — i) (w§ —w3) (w§ —wi)
..... définir omega 0, tous les mu,00, 01, 11 ..... On a donc la relation suivante entre une

hyperpolarisabilité électro-optique a la pulsation wg, et une hyperpolarisabilité de génération

2 Ce qui correspond & 8 g.L~! de sang environ, avec les conséquences que l'on sait...
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de seconde harmonique aux fréquences wesy €t 2wgsy :

éZOZZ — (3w(2] B wé20) (w(2] B wgsH) (w(2] B 4‘“‘%51{) (6.29)
727 3ud (Wi —w2)’

L’application numérique donne 3% (632, 8nm) = —0, 71 35" (880nm) (le signe — n’a pas d’im-
portance, il indique juste que wgsy et 2weps sont de part et d’autre de la fréquence de réso-
nance). D’ott un 4% (632,8nm) = 0, 78.10736 SI pour cette molécule.

Avec I'hypothése de mémes molécules faisant un angle de 35 ° par rapport & la normale de

la membrane, ’expression 6.25 donne :
Apia(a=0)=5,010""V (6.30)

Ainsi, une différence de potentiel de 1 mV donne un déphasage de 5.107% rad dans la zone
la moins sensible de la cellule. Le microscope électro-optique présentera un intérét pour des
applications & la biologie quand une sensibilité de 5.107 rad, soit 10 mV, sera atteinte dans
les conditions d’échantillons biologiques. Avant cette résolution, on pourra toutefois voir des

effets sur les bords des neurones.

6.2 Contraintes propres a I’électrophysiologie

Contrairement aux échantillons optoélectroniques, dont les signaux sont parfaitement re-
productibles, les systémes biologiques ne le sont que rarement. D’autre part, on peut exciter
les composants optoélectroniques a des fréquences au dela de la coupure de la boucle de
verrouillage de la phase optique. Par contre, la réponse des systémes biologiques a lieu a des
fréquences caractéristiques bien inférieures (de quelque Hz & quelques kHz) et n’est pas sinusoi-
dale [17-19]. Sur la structure du signal, il faudra alors travailler sans détection synchrone telle
qu’elle est montée jusqu’a présent, mais une modulation de la réponse électrophysiologique
est nécessaire pour décaler le signal au dela de la fréquence de coupure de I'asservissement.
La solution proposée est détaillée en partie 6.3.

Pour les ordres de grandeur géométriques, les contraintes naturelles sont moins exigeantes.
La taille du soma d’un neurone « habituel » de vertébré est de 'ordre de 8 & 10 pym et les
prolongements les plus fins ont une taille d’environ 1 pm. On pourra donc accéder & des zones
d’intérét sur plusieurs neurones simultanément sans modification particuliére du microscope
électro-optique.

Notons au passage que dans les conditions d’exploitation des échantillons sous le microscope,
la durée de vie d’un prélévement histologique ou d’une culture est d’au moins deux heures.

Une série de mesures électrophysiologiques demande (hors pose du patch-clamp) de quelques
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minutes & 1h30 pour les plus longues. Sur ce point, ’environnement de I’échantillon sera
semblable & celui d’un patch-clamp, & ceci prés, qu’on gagne le temps, non négligeable, d’ins-

tallation des électrodes.

6.3 La détection synchrone multiplexante

6.3.1 Principe théorique

Les signaux & visualiser ont une fréquence caractéristique qui s’étale de quelques Hz &
quelques kHz tout au plus. L’amplitude des variations de phase étant inférieure & quelques
1076 rad, le signal a mesurer risque d’étre noyé sous le bruit. Ce probléme courant en physique
peut étre résolu par différentes méthodes. Ici, je propose une technique proche du principe de
la détection synchrone.

Les schémas de la fig. 6.6 en illustrent I'idée générale. Sur le premier schéma est représenté
le spectre de bruit du microscope électro-optique non asservi. D’une part, le signal est noyé
sous le bruit (cadre 1). D’autre part, l’asservissement de la longueur relative des bras du
microscope élimine toutes les variations de phase de fréquences inférieures a sa fréquence de
coupure (cadre 2). Pour garantir un fonctionnement correct, la fréquence de coupure f. de
la boucle & verrouillage de phase optique est fixée a environ 20 kHz. Toutes les variations
de phase venant des modifications du potentiel transmembranaire sont donc éliminées par
I’asservissement comme cela est indiqué sur le cadre 2. Une solution consiste & déplacer la
fréquence du signal & mesurer au deld du bruit et de la fréquence de coupure de I’asservisse-
ment. Pour cela, on doit moduler le signal (cadre 3). Le rapport signal a bruit devient alors
suffisant pour permettre une mesure et ’asservissement n’élimine plus les variations de phase
qui nous intéressent (cadre 4).

La modulation du signal demande soit de moduler la grandeur & mesurer, soit de multiplier
cette valeur par une « porteuse ». La premiére possibilité, employée dans les parties précé-
dentes de cette thése, n’est pas applicable dans ce cas car le signal & mesurer est déterminé par
I’échantillon biologique et on ne peut en aucun cas agir dessus sans perturber ’échantillon. On
doit donc utiliser la seconde solution. Notons que sonder I’échantillon avec un signal modulé
(en phase ou en amplitude) ne fonctionne pas car, dans ce cas, on ajouterait simplement des
composantes de fréquence supérieure au spectre de bruit, mais on ne modulerait pas le signal.
La solution proposée pour moduler le signal permet de combiner la modulation & une car-
tographie de I’échantillon en temps réel. Le principe a été breveté sous le nom de Détection
synchrone multiplezante [93| en complément du brevet Mesure électro-optique de champs élec-
triques [94].

Au moyen d’un déflecteur acousto-optique, on déplace le point de mesure du déphasage en



160 Perspectives et méthodes pour des applications a la biologie
1
dBm A dBm A
Hz Hz
fsép w fsép fe w
dBm A 3 dBm A
Hz Hz
A > A >
fsép Jm +fsép w fe fm +fsép w

F1G. 6.6: Décalage en fréquence nécessaire pour la détection synchrone. 1. Le signal de fréquence
caractéristique fsgp est noyé sous le bruit. 2. La boucle & verrouillage de phase optique élimine de toute
fagon toutes les variations de fréquence inférieures a sa fréquence de coupure. 3. Il nous faut donc
modauler le signal électrophysiologique pour I'amener au-dela du bruit. 4. L’asservissement n’éliminera

pas le signal modulé.

surface de I’échantillon (fig. 6.7). L’utilisation de ce type de déflecteur permet de travailler a

AO

| Ech.

F1G. 6.7: Schéma de principe du systéme de balayage a déflecteurs acousto-optiques. La détection
synchrone multiplexante demande un balayage trés rapide avec une trés grande précision que seuls des
déflecteurs acousto-optiques pilotés par des synthétiseurs de fréquence de trés bonne qualité peuvent

générer.
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des fréquences allant jusqu’au MHz pour ce type d’application. La reproductibilité du dépla-
cement est garantie par la qualité des synthétiseurs de fréquence qui commandent les cristaux
acousto-optiques.

Explicitons le principe de fonctionnement de la détection synchrone multiplexante.

Un modeéle d’échantillon biologique est donné en fig. 6.8. Admettons que 'on s’intéresse aux

. At

/\

~

F1G. 6.8: Variations de phases en différents points d’intéréts d’un échantillon biologique

variations de potentiel transmembranaire, donc de phase, aux points représentés en rouge,
orange et vert sur cette figure. On ajoute un point de référence ou la phase est fixe, représenté
ici en bleu. Les variations de phase relatives & chacun de ces points sont données en bas de la
fig. 6.8.

Les déflecteurs sont alors programmés pour déplacer cycliquement le « spot » & la surface
de I’échantillon sur les points rouge, orange, vert et bleu & une fréquence de I'ordre du MHz.
Comme & chaque instant, le déflecteur se trouve en un point précis, le faisceau subit le dépha-
sage dii au potentiel transmembranaire en ce point. On a donc la succession de déphasages
donnée en fig. 6.9, ce qui conduit & la structure de variation de phase donnée en fig. 6.10. Les
fréquences typiques du signal électrophysiologique fssp et de modulation f,; données sur cette
figure ne sont pas a I’échelle pour faciliter la lecture des courbes.

L’électronique d’acquisition enregistre le signal correspondant aux variations de phase données
en fig. 6.11. Si le signal électrophysiologique se décompose sur un spectre de fréquence infé-

rieure & fespMax, alors, le spectre du signal enregistré s’étale entre fi; — fogpMax €6 fu+ fespMax-
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F1G. 6.9: Balayage cyclique de I’échantillon par les déflecteurs acousto-optiques.

fSEP

M

F1G. 6.10: Fréquences caractéristiques des variations de phase. Pour que le graphe soit lisible, les

fréquences ne sont pas a I’échelle. En réalité, il y a au moins un facteur 100.

En choisissant fy; assez grand, on assure que I'asservissement ne le supprime pas et on se place

dans des zones ou le bruit est faible.

A chaque instant, I’électronique de traitement du signal peut attribuer le déphasage & une

position particuliére des déflecteurs acousto-optiques (fig. 6.12) et ainsi reconstituer les varia-

tions de phase provenant de chaque point, comme ce qui était donné en fig. 6.8. On reconstitue

ainsi les signaux & mesurer avec une résolution qui est donnée par un critére de type Shannon.

En plus de la modulation nécessaire a la mesure d’un signal & basse fréquence noyé sous le
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o~

F1G. 6.11: Structure typique du signal enregistré avec le systéme de détection synchrone multi-

plexante.

F1G. 6.12: Réattribution des déphasages enregistrés et reconstitution des variations de phase locales

bruit, la détection synchrone multiplexante permet la mesure simultanée® du déphasage en dif-
férents points de I’échantillon. Par ce moyen, on réalise une cartographie (plane) des variations
de potentiel transmembranaire dans un échantillon dont les événements ne sont pas nécessai-
rement reproductibles. Ce dernier point, loin d’étre anecdotique, est une condition nécessaire
& une utilisation du microscope électro-optique pour des problémes pertinents d’électrophy-
siologie. Par ce moyen, on va au dela des techniques de patch-clamp, non seulement parce
qu’on n’est invasif que par les chromophores utilisés, mais surtout parce qu’on procéde & une

mesure simultanée en différents points (mode imagerie) sans difficulté supplémentaire.

6.3.2 Mise en ceuvre

La mise en ceuvre pratique des déflecteurs acousto-optique sera particuliérement délicate.
La difficulté principale est qu’ils ne doivent pas ajouter de déphasage aléatoire supérieur
a la résolution attendue. Un déphasage dépendant de ’angle de déflection, mais reproduc-

tible, pourra étre compensé sans difficulté par un enregistrement préablable de calibration

3 a I’échelle du temps caractéristique de variation du potentiel transmembranaire
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(un « zéro »). Ils devront étre inclus de part et d’autre des objectifs de microscope pour
ne pas perturber le fonctionnement du systéme confocal. Un bati de microscope devra trés
certainement étre redessiné a l'occasion.

Des contacts ont été pris avec plusieurs sociétés qui fabriquent des systémes acousto-optiques.
C’est avec AA opto-electronic qu’ils sont les plus avancés. Notre systéme requerrait des cris-
taux calibrés ensembles et des synthétiseurs de fréquence pour assurer la meilleure reproduc-

tibilité possible.

6.4 Limitation de résolution due au bruit quantique

On sondera trés rapidement 1’échantillon avec un faisceau de faible intensité. Comme la
précision requise pour la mesure de la phase est trés élevée, on doit tenir compte du bruit quan-
tique [95]. Dans notre application, ce dernier est loin d’étre négligeable : on en revient alors

a la vocation initiale des détections homodynes qui est la mesure de bruits quantiques [96].

6.4.1 Bruit quantique de phase

L’opérateur champ électrique est [95,97,98] :

=

1 o
== > WG (z a R+ h.c.> (6.31)
l

ol la somme porte sur les modes [. a; est 'opérateur annihilation de photons et dl'", appa-
raissant dans la partie hermitique conjuguée, est 'opérateur création. é€; est la direction de
polarisation du mode I. L? correspond au volume de référence de la cavité ot le systéme est
(fictivement) placeé.
On a pour ( :
hL3
2epwy

C = (6.32)

Dans notre probléme, la polarisation est unique, on se place en un point fixe et on considére

que tous les photons sont dans le méme mode. L’expression 6.31 se simplifie alors en :

A 1 [hw
E=i& (a —a") avec & = —4/— 6.33
0 ( ) 0 L% 280 ( )
On travaille avec un laser Hélium-Néon, qui fonctionne trés au dessus du seuil. Cette lumiére

est donc parfaitement bien décrite par un état cohérent :

o) =5 ) (6.34)
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ou |n) est un état de Fock & n photons.
Ces états cohérents sont fonctions propres de 'opérateur annihilation :
ala) =ala) et (alat =a*(af (6.35)
Les fluctuations du champ électrique valent :
SE = \/u(E) = <E2> - <E>2 (6.36)
donc, avec les notations précédentes :
SE = \/<ayE2ya> ~(a|Bln)’ (6.37)
- 50\/<a| — (a—at)? |a> —{ali (@ — a+) |a)? (6.38)
= 50\/(04 (—ad + aat +ata —atat)|a) — (afi (a—at) |o)? (6.39)
En utilisant la relation de commutation
la,a] =1 (6.40)
la relation 6.39 devient :
OF = Eo\/(al (—aa + 1+ 2t — atat) |a) — (ali (a+at) |a)’ (6.41)
= 80\/—oz2 + 14 20fa — o2 4 (o — a*)? (6.42)
On en déduit finalement :
0E =& (6.43)

Les fluctuations quantiques du champ ne dépendent pas de la quadrature. C’est une propriété

des états cohérents (aussi dits quasi classiques). On peut représenter cet état dans 'espace

des phases ou la zone de fluctuation du champ électrique est a symétrie circulaire (fig. 6.13).

Ces fluctuations du champ impliquent des fluctuations de phase, que 'on représente ici par

I’angle sous lequel on voit le disque de fluctuations depuis 1’origine.

En notant le champ électrique :
E = Eye'

les fluctuations de phase et d’intensité valent :

1

(6.44)

(6.45)

(6.46)
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FI1G. 6.13: Représentation d’un état cohérent dans 'espace des phases. L’incertitude sur la phase

apparait d’autant plus faible que l'intensité du champ est grande.

ou Fy est la quadrature du champ F selon la phase 8. Le nombre de photons dans le mode

est donné par la relation :

E?

N=— 6.47

18 (647

Les expressions 6.43, 6.46 et 6.47 donnent alors I'intensité des fluctuations d’origine quantique :
1

0pq = ——= (6.48)

2v'N

6.4.2 Conséquences pour la microscopie électro-optique

Ce bruit de phase, s’il n’est pas pris en compte dans la conception du montage risque de
noyer les fluctuations d’origine électro-optique. On voit que pour réduire le bruit de phase, il
« suffit » d’augmenter le nombre de photons, c’est-a-dire ’énergie utilisée pour une mesure
de la variation de potentiel en un point.

Cherchons la puissance minimale du signal imposée pour avoir un rapport signal a bruit va-
lant 1 pour les détails les plus fins recherchés dont la variation de phase induite par effet

électro-optique est @min-

Le nombre de photons est relié & la puissance du faisceau P et au temps de mesure 1" en
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chaque point par la relation :

PT
N=— 6.49
— (6.49)
La relation 6.48 s’écrit alors : h
2
L= 6.50
(pmln 4 P T ( )
Si on souhaite une résolution temporelle de ﬁ et un nombre de points de mesure (spatial et
quasi simultané) n, alors T' = ﬁ On a donc la condition suivante sur I'intensité du faisceau
signal :
h )
> % (6.51)
4A (pmin

Un calcul d’ordre de grandeur s’'impose. Pour une résolution en phase de 4.107% rad, 20
points de mesures et une résolution temporelle de 1 kHz & 632,8 nm, on a P > 1 W. Notons
que le balayage n’est pas nécessairement a la fréquence fies. Il peut avoir lieu & un multiple &
de cette fréquence ; on procéde alors & une moyenne sur k£ mesures successives au méme point.
Cette intensité peut sembler trop forte pour ’échantillon. Il est vrai qu’elle est importante
et que ce point risque de poser un certain nombre de problémes délicats. Cependant, cette
puissance est répartie sur le nombre de points de mesure, elle est donc réduite d’un a deux
ordres de grandeur; la puissance moyenne regue par un point est en effet la puissance du
signal divisée par le nombre de points de mesure. La puissance moyenne recue par chaque

point est :

hcfrés N P

= 6.52
4)\cpfmn n ( )

Pl point >

D’autre part, on travaille dans la zone de transparence de ’échantillon, la puissance & évacuer

représente ainsi une proportion trés faible de la puissance du faisceau signal.

En mesurant la puissance lumineuse acceptable en fonction de la longueur d’onde [99], on
voit qu’il existe une plage de longueurs d’onde dans le proche infrarouge ot une puissance de
1 W serait admissible sur un faisceau de 1 pm de diamétre (fig. 6.14). De plus, le bruit de
photon est plus faible pour ces longueur d’onde d’environ 20%. Dans la perspective de 1’étude

d’échantillons biologiques, il faudra prévoir un changement de source.

Il pourra étre envisagé de travailler avec des états non classiques de la lumiére. Il faudrait
alors injecter dans le signal un état de la lumiére comprimée en phase [100]. L’entrée du mi-
croscope électro-optique pourra étre modifiée comme indiqué en fig. 6.15. Le record actuel de
compression du bruit est de 10 dB [101], ce qui permettrait de diminuer I'intensité d’un ordre
de grandeur. Cependant, la relation d’indétermination d’Heisenberg indique que les fluctua-
tions d’intensité du signal se trouveraient alors augmentées d’un facteur supérieur a ce qui a
été gagné sur la phase. Il faudra donc un asservissement d’autant meilleur que le signal sera

comprimé (voir le résultat des calculs menés en section 2.6.2).
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Puissance maximale admissible
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F1G. 6.14: Puissance maximale acceptable par un échantillon biologique en fonction de la longueur
d’onde (extrait de [99]).

W cohérent 20 W comprimé
source laser [—>»— KTP SIGNAL

> OSCILLATEUR LOCAL

F1G. 6.15: Modification de la source du microscope électro-optique permettant de réduire le bruit
quantique de phase en comprimant la Iumiére du signal avec un amplificateur paramétrique. (technique

usuelle de compression, extrait de [100]).

Au cas ou l'utilisation d’un état comprimé de la lumiére serait envisagée, il faudra apporter
un soin particulier a I'alignement des éléments optiques de la voie signal. Les pertes y sont
actuellement assez importantes (plus de 40 %), ce qui rameénerait d’autant I’état comprimé
vers un état classique. C’est au niveau des objectifs de microscope et du trou de confocalité

que l'alignement est le plus délicat.



Conclusion et perspectives

Cette thése a montré que la microscopie électro-optique est une technique qui permet la
cartographie quantitative de champs électriques et de composantes du tenseur électro-optique
jusqu’a la monocouche moléculaire. Selon les cas, elle offre une alternative ou un complément
aux techniques déja existantes (microscopie par génération de seconde harmonique ou élec-
trofluorescence par exemple).

Les contraintes sur les échantillons sont assez importantes (transparence, nécessité d’un champ
électrique) mais les renseignements apportés en font un outil de choix pour les études des phé-
noménes électriques a 1’échelle micrométrique.

Un prototype de microscope a été construit. On a validé la pertinence et I'intérét de la micro-
scopie électro-optique sur deux types d’échantillons trés différents. Une étude assez avancée
a permis d’observer l'orientation sous champ électrique dans un composant polymére et de
mettre en évidence une structure relativement inattendue pour les champs électriques. On a
aussi montré la possibilité de lire des champs électriques au travers de membranes phospho-
lipidiques dopées.

Des solutions pour une application de la microscopie électro-optique & la lecture de potentiels

transmembranaires biologiques ont été proposées.

L’avenir de cet instrument est ouvert. Cette technique est maintenant disponible pour
des études plus complexes et riches en diversité. Toutefois, il reste des points trés délicats
& surmonter pour le faire évoluer vers des applications biologiques réelles. L’application & la
biologie demande la mise en place du systéme de balayage a déflecteurs acousto-optiques qui

pourrait nécessiter une thése de méme ampleur que celle-ci.

Les mesures sur les composants polyméres sont maintenant relativement routiniéres et ne
présentent plus de difficultés particuliéres. Le comportement du microscope est bien compris
et maitrisé pour ce type d’échantillons. Il aura fallu quelques mois entre la premiére mesure
d’effet électro-optique dans un composant et la possibilité d’obtenir des cartes parfaitement
reproductibles avec une bonne définition.

Bien que I’étude du premier composant ait eu pour objectif premier la validation du fonction-
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nement du microscope, il nous a réservé quelques surprise qui n’ont été qu’effleurées ici. La
voie est maintenant ouverte & des composants aux structures plus complexes ainsi qu’a des
études plus fines des phénomeénes observés... mais aussi de ceux qui ne manqueront pas de se
révéler en cours d’étude.

Retenons que la structure de champ mise en évidence devrait pourvoir étre mise a profit
pour améliorer la conception des composants optoélectroniques. Le microscope permettant
de résoudre le champ aux dimensions caractéristiques des répartitions surfaciques de charge
des diélectriques polymeéres, il pourra étre utilisé pour I’étude des champs sur des surfaces
structurées plus complexes. Les matériaux micro et nano-structurés sont en effet d’actualité
dans de multiples applications.

La méthode d’orientation du polymére utilisée n’est qu'une parmi d’autres. On pourra aussi
s’intéresser a ’effet d’un champ électrique dans un matériau orienté par méthode toute optique
qui présente I'avantage d’orienter plus uniformément les chromophores dans le matériau. On
résoudra plus directement la structure du champ électrique. Une orientation de type Corona
(sous pointe) est également envisagée.

D’autres modes d’application du champ électrique pourront étre mis & profit. Des struc-
tures ITO seront utilisées pour appliquer des champs dans des configurations plus proches
du condensateur plan. Des champs électriques aux structures complexes (multipolaires par
exemple) pourront aussi étre étudiés.

On n’est, dans ce domaine, limité que par I'imagination.

Quant aux membranes, c’est le second échantillon fabriqué qui a donné les premiéres me-
sures reproductibles et sans artefact bien que nous ayons mis & peu prés toutes les difficultés
de notre coté! Mais qu’importe, le résultat est 1a et avéré. L’étude sérieuse de la physique de
ce phénomeéne va pouvoir commencer. Espérons qu’elle apporte autant au développement de
la microscopie électro-optique qu’a I’étude des membranes phospholipidiques qui font I'objet
d’un grand nombre d’études & ’heure actuelle. Dans ce domaine, des études sur les déforma-
tions et les désordres apparaissant sous champ électrique dans les membranes sont envisagées.
Parallelement, des structures biologiques et biomimétiques vont étre étudiées parmi lesquelles
on trouvera des agrégats de protéines ou encore des axones d’invertébrés dopés. Certaines
collaborations sont déja actives. Par exemple, nous allons, sous peu, tenter d’enregistrer, dans
un axone géant de calmar dont la membrane aura préalablement été dopée, de 'effet électro-

optique provenant d’un potentiel appliqué par une électrode.



Annexe A

Effet électro-optique linéaire dans un
cristal de KDP taillé

perpendiculairement a ’axe

extraordinaire

Le calcul du déphasage engendré par l'effet Pockels dans un cristal de KDP taillé perpen-
diculairement & son axe optique est détaillé dans cette partie. Bien qu’il ne soit généralement

pas présenté dans les livres d’optique non linéaire, il ne présente pas de difficulté particuliére.

Application au modulateur de phase

Le cas du modulateur de phase présenté ici correspond & une cellule de KDP (phosphate de
dihydrogénopotassium, N HyH,PO,) taillée perpendiculairement a son axe optique. C’est ce
type modulateur qui a été retenu parce qu’il est utilisé comme référence de variation de phase
dans le bras signal du microscope. Le cas plus courant des systémes taillés parallélement n’est
pas présenté.

Les propriétés de symétrie du KDP permettent de réduire son tenseur électro-optique a 3

coefficients avec [38] :

0O 0 O
0 0 O
T41 0 0
0 T41 0

0 0 63
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Pour un champ appliqué selon Z, la variation d’indice est :

1
A <ﬁ>6 =T63 EZ (A2)

L’ellispoide des indices prend donc la forme suivante :

1 1 1
<—2> X%+ <—2> V24 <—2> Z°+2XY rgsEy =1 (A.3)
n n n

o o €

On choisit un nouveau repére défini par :

X+Y
r = 7 (A.4)
-X+Y
Yy = T (A.5)
z = Z (A.6)

L’expression A.3 devient :

1 1 1
<n_§> 2+ <n_§> Y + (n_§> 22+ re3 E, (132 - 312) =1 (A7)

que l'on peut identifier avec la forme :

(37 () (3) -

par les expressions, valables au premier ordre en rg3.F, :

3res B

ng :no_% (A.9)
Sres B

Ny = N+ % (A.10)

L’état de polarisation d’'un champ optique quelconque est perturbé par ces modifications
d’indice. Il est cependant possible d’utiliser cette propriété pour changer la phase d’un champ
sans en perturber la polarisation en choisissant la polarisation incidente rectiligne suivant un
des axes propres x ou y.

Dans le cas d’une polarisation rectiligne suivant y, 'expression A.9 montre que 'indice qui

nous intéresse est modifié par le champ statique selon :

3
7’LOT’63EZ

Any = — 5

(A.11)

Pour un cristal, on a, & 'ordre 1 la variation de phase suivante quand un champ statique est

appliqué parallélement a 'axe z (fig. A.1) :

Ap = %Any (A.12)
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Fi1G. A.1: Configuration du modulateur au KDP taillé perpendiculairement a son axe optique.

En notant [, la longueur du cristal et V la différence de potentiel & laquelle il est soumis
entre ses faces normales a l'axe z, on obtient, en introduisant 'expression A.11, le résultat

recherché :

e n27‘63

A

On observe donc simplement une dépendance bilinéaire des variations de phase au potentiel et

Ay 1% (A.13)

au coefficient électro-optique. Dans cette configuration, le microscope électro-optique permet
de mesurer le produit rg3.V .

En notant V; la tension nécessaire pour obtenir un déphasage de 7, I'expression A.13 devient! :

A(,D:TI'VK avec V= A

—_ A.l4
T n§r63 ( )

Pour le cristal utilisé a A = 632,8 nm, V, = 7,0 kV.

! ]a notation retenue ici pour Vi n’est pas celle utilisée habituellement dans la littérature ou sont généra-

lement étudiées d’autres configurations.
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Annexe B

Changement de repére du tenseur

électro-optique d’'une membrane

Le calcul des variations d’indice d’un faisceau traversant un plan incliné de la section 6.1.3

sont détaillés dans cette partie.

B.1 Changement de repére du tenseur

Le schéma avec les notations est rappelé en fig. B.1.

La formule générale de changement de repére d’un tenseur d’ordre n du repére R vers le
repére R’ est :
Toipir = O Tiyigin (11,71 (i2,35) - .- (in, 1)) (B.1)

11,82, 0sin
ou (ig, 1)) est le produit scalaire des vecteurs unitaires de directions i, et i),

Dans le cas du tenseur électro-optique, cela s’écrit :

i K = ZTz',j,k (i,1") (4.4") (k. k") (B.2)

i7j7k

Le tenseur électro-optique de la membrane s’écrit, dans le repére R :

0 13
0 0 13
rij = 0 0 "33 (B3)
0 T13
T13 0 0
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faisceau
signal .

E
pol 1' pol 2' \e\ \

(LTygv ‘ ro3 TT 33
‘\\ﬁ’b
TP

F1G. B.1: Notations utilisées dans le calcul du déphasage subi par un faisceau traversant une mem-

brane dopée.

On voit que le changement de repére va « coupler » les directions 2’ et 3/ 4 2 et 3. La
direction 1 n’est pas modifiée.

On a ainsi en ne développant que sur les composantes non nulles :

riy = ryvy = r113(3,3) (B.4)
= T13C05 ¢ (B.5)
rer = e = 1113(3,2') (B.6)
= —Tr138in Q0 (B.7)

Toror = Ty = 1923(2,2')(2,2')(3,2") + r333(3,2')(3,2')(3,2')

+7932(2,2')(3,2')(2,2) + r322(3,2')(2,2))(2,2)) (B.8)

= —rog3c0s’a sina — ra3sinda — 2 r498in acos®a (B.9)

= —3ri3c08’a sina — r3zsin’a (B.10)
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T3 = Tororgr = 7‘223(2, 2,)(2, 2/)(3, 3,) + 7‘333(3, 2,)(3, 2/)(3, 3,)

+7232(2,2')(3,2')(2,3") + 7r322(3,2')(2,2)(2,3) (B.11)
= rogc08°ar + ry3sin’a cos a — 2ryasin’acos a (B.12)
=73 (3 cos3a — 2 cos a) + rygsinacos o (B.13)

Taror = Tz = 1932(2,2')(3,3')(2,2") + r322(3,2')(2,3)(2,2)

+ 7‘333(3,2/)(3,3/)(3,2/) (B14)
= 14900830 — ry98in’a cos a + razsin’a cos o (B.15)
= r13c08 (cos2a — sin2a) + r33sin’a cos o (B.16)

ryy = rayy = 1r932(2,2')(3,3)(2,3") + r322(3,2')(2,3)(2,3)

+7333(3,2)(3,3')(3,3) (B.17)
= T4200$2a8in a— 7’4231'71304 — r33S8in o cos’a (B.18)
= r3sin a (cos’a — sin®a) — 133500 o cos’ (B.19)
(B.20)

re = ey = rizi(1,1)(3,37)(1, 1) (B.21)
= I'51C0S (v (B.22)

= r13c0s @ (B.23)

ren = roy = (1, 1)(3,2)(1, 1) (B.24)
= —r515ina (B.25)

= —ri3sina (B.26)

On a deux composantes non nulles de plus que dans le repére R. C’est tout a fait normal :
les composantes du nouveau repére ne sont plus des axes propres des opérations de symétrie

des invariances de la membrane.
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B.2 Variations du tenseur imperméabilité diélectrique

Le champ électrique dans le nouveau repére s’écrit :

FEy =0
Ey = Esina
FEy = —FE cosa

On a alors :

1
A <n2 ) (E) = 7’1/2/E2/ —|— 7’1/3/E3/
1/

= —ri3k

1
A <n2 > (E) = 7’2/2/E2/ —|— 7’2/3/E3/
2

=—-F (rlgcos2a + rggsz'n2a)

1
A <n2 ) (E) = 7’4/2/E2/ —|— 7’4/3/E3/
47

=r3ygsinacosa

1
A <—2> (E) = 7’5/1/E1/
7”L5l

=0

1
A <—2> (E) = T’6/1/E1/

=0

(B.27)
(B.28)
(B.29)

(B.30)

(B.31)

(B.32)

(B.33)

(B.34)

(B.35)

(B.36)

(B.37)

(B.38)

(B.39)

Comme le faisceau signal n’est polarisé que selon 1’ et 2/, on observera un déphasage selon

chacun des axes (pour les deux premiers termes) et une modification du walk-off pour la po-

larisation 2'. Le walk-off se traduira par un déplacement totalement négligeable du faisceau.

(De toute fagon, ce déplacement aurait pour effet de réduire le taux de recouvrement, donc il

reviendrait a une atténuation de 'amplitude du signal. La quadrature relative entre les deux

faisceaux de l'interférométre nous garantit donc que A <ni2> (E) ne serait pas mesuré et ne
4/

perturberait pas la mesure.)
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Heureux qui, comme Ulysse, a fait un beau voyage,
Ou comme cestuy la qui conquit la toison,
Et puis est retourné, plein d’usage & raison,

Vivre entre ses parents le reste de son aage!

Quand revoiray-je, helas, de mon petit village
Fumer la cheminée, & en quelle saison,
Revoiray-je le clos de ma pauvre maison,

Qui m’est une province, & beaucoup d’avantage ?

Plus me plaist le sejour qu’ont basty mes ayeux,
Que des palais Romains le front audacieux,

Plus que le marbre dur me plaist ’ardoise fine;
Plus mon Loyre Gaulois, que le Tybre Latin,
Plus mon petit Lyré, que le mont Palatin,

Et plus que l'air marin la doulceur Angevine.

Joachim Du Bellay



