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� It's di�cult to �nd a black cat in a dark room, especially if there's no

cat. �
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Introduction

Qu'y a-t-il de commun entre des nanoparticules solides 1 et des virus ? A pre-
mière vue, peu de choses si ce n'est leur appartenance, du fait de leurs dimensions
caractéristiques, à une même classe d'objets, celle des nano-objets. Les premières
sont étudiées de manière intensive pour leur propriétés optiques [22] et/ou vibra-
tionnelles [9] remarquables. Les seconds sont des machines biologiques complexes,
les plus petites capables de se répliquer de manière autonome, à la frontière entre le
vivant et l'inerte. Ces entités sont l'objet de recherches dans des domaines a priori
opposés. Cependant ces dernières années, sous l'impulsion des sciences des maté-
riaux, ont vu émerger des objets hybrides comme par exemple des cristaux colorés
de virus encapsulant des nanoparticules d'or fonctionnalisées (�gure 1). Ce type
d'expériences met à pro�t d'une part la capacité à s'auto-assembler des virus et de
l'autre les propriétés optiques des nanoparticules métalliques.

Un autre aspect, peut-être moins anecdotique, qui relie nanoparticules solides
et virus est le critère de forme : les nanoparticules solides partagent avec (certains)
virus la particularité d'avoir une morphologie sphérique, ce qui implique un certain
nombre de choses du point de vue de leur dynamique collective. Tout corps est
en e�et le siège de modes de vibration d'ensemble résultant de la superposition
des ondes acoustiques. En particulier les corps � aux dimensions bien �xées sont
susceptibles de se comporter comme des résonateurs acoustiques pour des fréquences
discrètes �[23].

Comparée à leur structure généralement très bien caractérisée, la dynamique col-
lective des nano-objets est assez mal connue. En une vingtaine d'années, la di�usion
inélastique de lumière est devenue un outil puissant dans l'étude de la dynamique
des nano-objets solides. Cette technique facile à mettre en ÷uvre et non destructive
permet de mettre en évidence les propriétés dynamiques des nano-objets, d'étudier le
couplage entre phonons et plasmon par exemple ou l'in�uence de la matrice. Ce tra-
vail traite de la transposition de cette technique habituellement appliquée à l'étude
des modes propres de vibration de nanoparticules solides à la recherche de modes
similaires chez les virus.

Ce mémoire est divisé en quatre chapitres. Le chapitre 1 est consacré à une
description rapide des modes de vibration d'une sphère élastique et à leurs calculs.
Après avoir fait le lien avec les virus, nous faisons ensuite une brève introduction
sur les virus pour les comparer ensuite aux nanoparticules solides. Le chapitre 2

1. comme par exemple les agrégats métalliques nanométriques ou les billes de silice submicrométriques.
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Introduction

Figure 1 � Observation par microscopie optique de cristaux de virus encapsulant des
nanoparticules d'or. La teinte brune des cristaux est caractéristique de la résonance plasmon
de surface des nanoparticules d'or [1].

revient sur quelques éléments de théorie de la di�usion inélastique de lumière et est
l'occasion de présenter dans le détail l'appareil de mesure utilisé, l'interféromètre
Fabry-Pérot.

Le chapitre 3 sert en quelque sorte d'introduction à l'utilisation de l'interféro-
mètre Fabry-Pérot et présente les résultats obtenus sur des nanoparticules métal-
liques enchâssées dans une matrice vitreuse. Le chapitre 3 est aussi l'occasion de
discuter de l'apport de la haute résolution par l'interféromètre Fabry-Pérot qui est
à l'origine de la détection des levées de dégénérescence associées à l'anisotropie des
paramètres élastiques des nanoparticules d'or facettées. Le chapitre 4 a pour objet
notre recherche des modes de vibration d'ensemble de virus à morphologie sphé-
rique. Ce dernier chapitre relate chronologiquement notre démarche expérimentale :
de l'échantillon le moins concentré à l'échantillon le plus concentré en virus.
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Chapitre 1

Dynamique vibrationnelle de
nano-objets

Les travaux présentés dans cette thèse sont consacrés à la recherche des modes
de vibration de nano-objets � physiques � (dans le sens d'objets comme les agrégats
métalliques ou les nanosphères de silice qui sont des sujets d'observations habituels
des physiciens) et biologiques. Ce type de modes implique la vibration des objets
dans leur ensemble, à la di�érence des modes de vibration localisés à l'échelle de la
liaison moléculaire.

Ce chapitre est consacré dans un premier temps à une courte description et au
calcul par la mécanique des milieux continus des modes de vibrations d'un objet de
forme sphérique. Nous discutons également de l'applicabilité d'un modèle de type
nanosphère pour les virus. Dans un second temps nous faisons une présentation gé-
nérale sur les virus et dressons une sorte de comparatif entre virus et nanoparticules
solides. Nous terminons ce chapitre introductif sur l'intérêt que peut susciter l'étude
de la dynamique des virus.

1.1 Modes propres de vibration d'une sphère élastique

L'objectif de cette section est la résolution du problème des modes propres de vi-
bration d'une (nano)sphère élastique. Nous exposons ici uniquement les grandes
étapes de la résolution. Pour le calcul détaillé, on pourra se reporter aux réfé-
rences [24, 2] ainsi qu'aux références [25, 26] qui présentent une méthode de ré-
solution un peu di�érente. L'approche envisagée repose sur plusieurs hypothèses :

� celle du milieu continu qui est valide pour des longueurs d'onde de vibrations
grandes devant les distances interatomiques,

� celle d'un milieu isotrope,
� celle des faibles déformations, ce qui implique que les relations entre grandeurs
caractérisant les vibrations comme les contraintes et les déformations sont
considérées comme linéaires.
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1. Dynamique de nano-objets

1.1.1 Quelques rappels sur la théorie de l'élasticité

Dans ce paragraphe nous présentons très succinctement quelques notions rela-
tives à la théorie de l'élasticité. On pourra se reporter à la référence [27] pour une
description de la théorie de l'élasticité.

Dé�nissons dans un premier temps le vecteur déplacement (ou déformation) par

~u = ~r ′ − ~r, (1.1)

avec ~r et ~r ′ les positions d'un point quelconque dans le solide avant et après la
déformation sous l'e�et des forces appliquées.

Le tenseur déformation est dé�ni dans un système de coordonnées cartésiennes
(x1, x2, x3) par

eik =
1

2

(
∂ui
∂xk

+
∂uk
∂xi

)
=

1

2
(εik + εki) . (1.2)

La contrainte est dé�nie comme la force exercée sur une unité de surface du
solide. σik représente par exemple la force appliquée selon la direction xi sur une
surface unité normale à la direction xk. (σik) désigne le tenseur des contraintes. La
divergence de (σik) est égale à la force exercée sur un volume unité.

Dans le cas de déformations in�nitésimales, la loi de Hooke relie linéairement les
composantes du tenseur des contraintes à celles du tenseur des déformations. Dans
le cas général, l'expression de la loi de Hooke est la suivante :

σij = Cijkl
∂uk
∂xl

, (1.3)

les Cijkl étant les modules d'élasticité 1 ayant la dimension d'une contrainte.
L'hypothèse du milieu isotrope réduit le nombre de coe�cients indépendants à

deux. La loi de Hooke s'exprime dans ce cas-là par

σij = λδijekk + 2µeij, (1.4)

avec λ et µ les coe�cients de Lamé.
Les valeurs de ces coe�cients sont spéci�ques à un matériau donné. Elles peuvent

être déduites des valeurs du module d'Young E (homogène à une contrainte) et du
coe�cient de Poisson ν (sans unité) qui sont directement mesurées par des méthodes
rhéologiques. A l'inverse, on peut accéder directement aux modules d'élasticité par
des expériences de di�usion de neutrons ou de di�usion inélastique de lumière [28,
29, 30, 31, 32, 33] et remonter après coup au module d'Young et au coe�cient de
Poisson. E et ν sont reliés aux coe�cients de Lamé par les expressions :

λ =
Eν

(1− 2ν)(1 + ν)
et µ =

E

2(1 + ν)
. (1.5)

E correspond à la rigidité du matériau et varie par exemple entre quelques gi-
gapascals pour le caoutchouc et plus de 1000 gigapascals pour des nanotubes de

1. La convention de sommation sur les indices répétés est adoptée.
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Modes propres d'une sphère

carbone. ν rend compte de son incompressibilité et varie usuellement entre 0.25 et
0.5 (une valeur de 0.5 correspond au cas d'un matériau parfaitement incompressible).
Signalons également que le rapport vT/vL dépend uniquement de ν :

vT
vL

=

√
1− 2ν

2− 2ν
(1.6)

Comme la divergence du tenseur des contraintes (σik) est égale à la force exer-
cée sur un volume unité, l'équation du mouvement est égale, en vertu du principe
fondamental de la dynamique et d'après (1.4) à

ρ~̈u = ~∇ · σij = (λ+ 2µ)~∇(~∇ · ~u)− µ~∇× (~∇× ~u). (1.7)

Cette équation, appelée équation de Navier, peut se réécrire en fonction de vL =√
λ+ 2µ/ρ et vT =

√
µ/ρ les vitesses longitudinale et transverse :

~̈u = v2
L
~∇(~∇ · ~u)− v2

T
~∇× (~∇× ~u). (1.8)

Les solutions intéressantes de l'équation de Navier sont les solutions périodiques
dans le temps, telles que

~u(~r, t) = ~u(~r) exp−iωt (1.9)

d'où

− ω2~u = v2
L
~∇(~∇ · ~u)− v2

T
~∇× (~∇× ~u). (1.10)

1.1.2 Sphère élastique homogène libre

Les modes de vibration d'une sphère sont les analogues à trois dimensions des
modes de vibration d'une corde ou d'une chaîne d'atomes linéaire. Ces modes de
vibrations quasi-optiques sont des ondes stationnaires résultant de la superposition
d'ondes acoustiques propagatives.

A une dimension, pour une chaîne de longueur L, l'équation de Navier (1.10) se
résume à

− ω2u = v2d
2u

dx2
. (1.11)

où v est la vitesse du son le long de la chaîne.
Les solutions dépendent des conditions aux limites. Pour une chaîne �xée à ses

deux extrémités, les solutions de (1.11) et les fréquences propres correspondantes
sont de la forme :

un(x) =

√
2

L
sin(knx) et νn =

nv

2L
(1.12)

avec kn = nπ/L et n un entier supérieur à 0.
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1. Dynamique de nano-objets

Les fréquences des modes de vibrations sont des multiples entiers de la fréquence
du mode de vibration fondamental de fréquence ν = v/2L.

Le problème se complique pour les modes de vibration d'objets à deux dimensions
(voir par exemple le problème des plaques vibrantes de Chladni [34]) et devient très
complexe à trois dimensions. En particulier les fréquences des modes de vibrations ne
sont pas des multiples entiers de la fréquence d'un mode fondamental. Mais au même
titre qu'à une dimension, les modes de vibration localisés d'objets tridimensionnels
résultent de la superposition de modes acoustiques propagatifs.

Horace Lamb fut le premier en 1882 à résoudre le problème général pour une
sphère élastique libre [35]. Le problème est extrêmement compliqué pour un objet
de forme quelconque mais se simpli�e quelque peu pour un objet de forme sphérique
du fait de sa haute symétrie. Les objets très symétriques présentent de plus des
modes de vibration marqués : ils � se comportent comme un résonateur acoustique
pour certaines fréquences discrètes � [23].

A l'époque, la résolution de ce problème était essentiellement perçue comme un
moyen d'étudier les modes de vibration de très gros objets comme les planètes,
mais les solutions du problème de la sphère élastique sont universelles et sont en
général applicables à des objets sphériques de toutes tailles et en particulier à des
nanosphères 2. Le facteur entre la fréquence du mode � ballon � de la Terre 3 (environ
0.001Hz c'est-à-dire plus de 20mn) et celle de son équivalent pour une nanosphère
de moins d'une dizaine de nanomètres (de l'ordre de 0.1THz) est gigantesque, mais
les déplacements associés à ces modes de vibration sont semblables.

Résolution de l'équation de Navier

Les seuls paramètres nécessaires à la résolution de l'équation de Navier dans le
cas de la sphère élastique isotrope et libre sont le rayon R, la densité ρ et les vitesses
du son vL et vT de la sphère. Pour des nanoparticules métalliques par exemple, les
trois derniers paramètres sont déduits de ceux du matériau massif puisqu'on peut
considérer que la structure des nanoparticules est très proche de celle du matériau
massif. Pour des nano-objets biologiques comme les virus, la détermination de ces
paramètres et en particulier des vitesses du son peut poser problème (voir section
4.6.3).

Pour résoudre l'équation de Navier, on choisit de se placer dans un système de
coordonnées sphériques (~er, ~eθ, ~eϕ). Il est toujours possible d'exprimer ~u sous la forme
de la somme de trois termes, un premier terme à rotationnel nul et deux termes à
divergence nulle (décomposition de Helmholtz) :

~u = ~∇φ+ ~∇× (ψ~r) + ~∇× ~∇× (ζ~r), (1.13)

où φ, ψ et ζ sont les potentiels de Helmholtz.

2. Cette universalité est spéci�que au modèle de la sphère libre : voir par exemple l'in�uence de la
gravité ou de la force de Coriolis [36] sur les modes de vibration de la Terre ou celle de la viscosité sur les
modes de nanosphères plongées dans un liquide [37].

3. voir par exemple le cours sur les oscillations libres de la Terre de M. Van Camp sur le web http ://ho-
mepage.oma.be/mvc/.
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On peut montrer (voir [24]) que l'équation (1.13) n'est véri�ée que si et seulement
si φ, ψ et ζ sont solutions des équations d'onde suivantes :

φ̈ = v2
L
~∇2φ

ψ̈ = v2
T
~∇2ψ

ζ̈ = v2
T
~∇2ζ.

(1.14)

On se ramène ainsi à l'étude de trois équations découplées dont les solutions
sont connues et s'expriment à partir des harmoniques sphériques Y m

l (θ, ϕ) et des
fonctions de Bessel sphériques zl. l et m sont respectivement le moment angulaire et
la projection du moment angulaire selon l'axe z et sont tels que l ≥ 0 et −l ≤ m ≤ l.
Les solutions des équations (1.14) sont de la forme :

φ(~r, t) ∝ zl(qr)Y
m
l (θ, ϕ) exp(−iωt)

ψ(~r, t) ∝ zl(Qr)Y
m
l (θ, ϕ) exp(−iωt)

ζ(~r, t) ∝ zl(Qr)Y
m
l (θ, ϕ) exp(−iωt)

(1.15)

avec q et Q dé�nis par

q =
ω

vL
et Q =

ω

vT
. (1.16)

Dans la suite les résultats sont exprimés dans un système de coordonnées
(~e1, ~e2, ~e3) dépendant des harmoniques sphériques ce qui simpli�e de manière si-
gni�cative les équations [2, 38]. Le nouveau système de coordonnées est dé�ni de la
manière suivante : 

~e1 = Y m
l (θ, φ)~er

~e2 =
∂Y m

l (θ, φ)

∂θ
~eθ +

1

sin θ

∂Y m
l (θ, φ)

∂φ
~eφ

~e3 =
1

sin θ

∂Y m
l (θ, φ)

∂φ
~eθ −

∂Y m
l (θ, φ)

∂θ
~eφ

(1.17)

En particulier, quand l = 0, ~e2 et ~e3 s'annulent.
D'après (1.10) et (1.13), les composantes du vecteur déplacement dans la nouvelle

base sont :


u1 =

1

r
[Aml (lzl(qr)− qrzl+1(qr)) + Cml (l(l + 1)zl(Qr))] exp(−iωt)

u2 =
1

r
[Aml zl(qr) + Cml ((l + 1)zl(Qr)−Qrzl+1(Qr))] exp(−iωt)

u3 = Bml zl(Qr) exp(−iωt)

(1.18)

où Aml , Bml et Cml sont des coe�cients dont la valeur dépend de celle du couple (l,m).
On peut déduire de (1.18) et à partir de la loi de Hooke (1.4) les expressions

des di�érentes composantes du tenseur des contraintes et en particulier de celles
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1. Dynamique de nano-objets

qui nous intéressent pour le calcul des fréquences des modes propres de vibration
d'une sphère libre, σ1r, σ2r et σ3r, qui sont les contraintes s'exerçant selon les trois
directions de l'espace sur la surface normale au vecteur radial :



σ1r =
2µ

r2
(Aml ((l2 − l − Q2r2

2
)zl(qr) + 2qrzl+1(qr))

+ Cml l(l + 1)((l − 1)zl(Qr)−Qrzl+1(Qr))) exp(−iωt)

σ2r =
2µ

r2
(Aml ((l − 1)zl(qr)− qrzl+1(qr))

+ Cml ((l2 − 1− Q2r2

2
)zl(Qr) +Qrzl+1(Qr))) exp(−iωt)

σ3r = Bml
µ

r
((l − 1)zl(Qr)−Qrzl+1(Qr)) exp(−iωt).

(1.19)

Conditions aux limites : sphère libre

Dans ce cas la sphère élastique est libre de tout mouvement comme si elle était
isolée. Cela revient à dire qu'aucune contrainte ne s'exerce sur la sphère soit parce
qu'il n'y a pas de contact mécanique entre la sphère et la matrice, soit parce que le
contact a peu ou pas d'in�uence sur les vibrations de la particule (si l'impédance
acoustique de la matrice est petite devant celle de la nanoparticule). A l'hypothèse
de la sphère libre correspondent les conditions aux limites suivantes :

σ1r = σ2r = σ3r = 0 autrement dit ~σ · ~r = 0. (1.20)

L'application de ces trois conditions aux limites permet, en résolvant un système
de trois équations à trois inconnues, de calculer les valeurs des paramètres Aml , Bml
et Cml introduits plus haut puis de déterminer les fréquences des modes propres de
vibration de la sphère élastique libre.

Cas (l = 0) Le cas (l = 0) est un cas particulier (~e2 et ~e3 sont nuls) pour lequel
les fréquences des modes de vibration de la sphère sont données par les racines de
l'équation suivante :

tan(qR)

qR
=

1

1− 1
4

(
vL

vT

)2

(qR)2

(1.21)

avec q = ω/vL.
Le mode (l = 0) est appelé mode radial, sphérique ou encore mode de respiration.

Il correspond à un mouvement purement radial de la sphère. Le déplacement ~u(~r)
dérive uniquement du potentiel φ dans l'expression (1.13) : autrement dit le dépla-
cement est irrotationnel. Ce type de mode est à caractère purement longitudinal.
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Modes propres d'une sphère

~u(~r, t) ∝ ~∇φ(~r, t)

∝ ~∇(j0(qr)Y
0
0 (θ, ϕ) exp(−iωt))

∝ j1(qr) exp(−iωt)~er
(1.22)

où z0 = j0 les jl étant les fonctions de Bessel sphériques de première espèce (solutions
non divergentes à l'origine r = 0). Nous avons utilisé la relation j1 = −j′0 et le fait
que Y 0

0 était une constante. Les valeurs de q = ω
vL

et de ω sont celles déduites de la
relation (1.21).

Cas (l ≥ 1) Dans tous les autres cas, les fréquences des modes de vibration de la
sphère libre sont données par les racines des deux équations suivantes qui dé�nissent
deux types de modes :

(l − 1)jl(QR)−QRjl+1(QR) = 0 (1.23)

et

−(QR)2

2
(2l2 − l − 1− (QR)2

2
)jl(qR)jl(QR)

+qR(l3 + 2l2 − 2l − (QR)2)jl+1(qR)jl(QR)

+QR(l3 + l2 − 2l − (QR)2

2
)jl(qR)jl+1(QR)

+qQR2(2− l2 − l)jl+1(qR)jl+1(QR) = 0.

(1.24)

Les zéros de l'équation (1.23) donnent les fréquences des modes torsionnels aux-
quels correspondent des mouvements de torsion dans la sphère mais sans mouve-
ments de respiration, autrement dit sans changement de forme de la sphère (les
modes sont à divergence nulle). Le déplacement ~u(~r) dérive dans ce cas uniquement
du potentiel ζ dans (1.13). Les modes torsionnels ont donc un caractère purement
transverse.

L'équation (1.24) est associée aux modes sphéroïdaux qui mélangent mouvements
de torsion et de respiration. Le vecteur déplacement dérive alors des deux potentiels
φ et ψ : la divergence et le rotationnel du déplacement sont tous deux non nuls. Ces
modes propres de vibration de la sphère ont un caractère mixte, à la fois longitudi-
nal et transverse. La proportion � longitudinal/transverse � est variable d'un mode
sphéroïdal à l'autre et constitue un critère de classi�cation supplémentaire entre
modes majoritairement longitudinaux et modes principalement transverses [39]. Un
mode principalement transverse aura ainsi un déplacement radial très faible.

La �gure 1.1 4 représente schématiquement di�érents types de modes de vibration
d'une sphère libre.

On verra dans la suite que seuls les modes de type radial (l = 0) et les modes
sphéroïdaux (l = 2) sont détectables par di�usion inélastique de lumière (voir para-
graphe sur les règles de sélection 2.1.4).

4. voir également les animations sur la page web de Lucien Saviot, http ://icb.u-
bourgogne.fr/Nano/MANAPI/saviot/deform/index.html.
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1. Dynamique de nano-objets

Figure 1.1 � Illustration des déplacements de di�érents types de modes propres de vibra-
tion d'une sphère élastique pour di�érentes valeurs de l [2]. A gauche sont représentés des
modes torsionnels, à droite, des modes sphéroïdaux.

Indexation des modes de vibration de la sphère

Une première classi�cation des modes de vibration de la sphère a été donnée
précédemment en fonction de leur caractère torsionnel ou sphéroïdal (le mode radial
étant un cas particulier parmi les modes sphéroïdaux). Cette distinction est illustrée
par la �gure 1.1.

La fréquence des modes de vibration pour une valeur de l donnée ne dépend
pas de m. Chaque mode de vibration (l,m) de la sphère est (2l + 1) fois dégénéré.
Dans certains cas, il peut y avoir une levée de dégénérescence (voir chap. 3), mais
m n'indexe pas les modes de vibration. Le nombre n permet d'indexer des modes
de même type pour une valeur de l donnée. n est incrémenté de 1 quand la fré-
quence augmente. νl,n=1 est donc la fréquence du mode fondamental (l, n = 1) et
νl,n=2,3,4... sont les fréquences des modes harmoniques. A la di�érence du cas de la
chaîne d'atomes unidimensionnelle les fréquences des modes harmoniques ne sont
pas simplement des multiples entiers de la fréquence du mode fondamental.

Remarques sur le choix des conditions aux limites Nous avons présenté jusqu'à
présent un modèle � simpli�é �, celui de la sphère libre. La situation où l'objet dont
on étudie les modes de vibration n'est pas enchâssé dans une matrice est rare, néan-
moins ce modèle permet de calculer les fréquences des modes de vibration d'objets
sphériques dans le cas où l'in�uence de la matrice ou l'interface entre la matrice
et l'objet par exemple sont mal connues. Le modèle de la sphère libre rend aussi
compte de manière réaliste des modes de vibration de nanoparticules métalliques
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dans une matrice vitreuse car en général l'impédance acoustique de la matrice est
beaucoup plus faible que celle des nanoparticules [40].

Le cas de la sphère bloquée (voir les références [26, 41]) est exactement à l'opposé
de celui de la sphère libre. Ce modèle peut s'appliquer dans le cas où l'impédance de
la matrice est plus grande que celle de la sphère. En pratique, on se trouve souvent
dans une situation intermédiaire entre le modèle de la sphère libre et celui de la
sphère bloquée.

Pour aborder le calcul des modes de vibration de la sphère dans une matrice
homogène, isotrope et in�nie (il n'y a pas d'interaction entre sphères), il faut avoir
recours à la méthode des fréquences complexes. A l'interface entre la sphère et la
matrice la condition de continuité des grandeurs ~u et ~σ · ~r est appliquée.

Elle implique que ν est un nombre complexe ce qui traduit le fait que les vibra-
tions sont amorties : la partie réelle de ν correspond à la fréquence de la vibration
et sa partie imaginaire à l'amortissement du mode.

La présence de la matrice conduit à un déplacement des énergies de vibration et
un amortissement des modes de vibration (voir tableau 1.1).

1.1.3 Calcul des modes propres de vibration

Pour une sphère de rayon R la fréquence d'un mode de vibration (l, n) est in-
versement proportionnelle au rayon de la sphère. Elle est donnée, en hertz 5, par
l'expression suivante :

νl,n =
Sl,nv

2R
(1.25)

Pour calculer les fréquences des modes de vibration d'une sphère nous avons uti-
lisé les programmes C écrits par Lucien Saviot du Laboratoire de Recherche sur la
Réactivité des Solides (UMR 5613 CNRS) (Université de Bourgogne, Dijon) 6. Ces
programmes permettent de calculer les fréquences des modes propres de vibration
de di�érents systèmes à symétrie sphérique : sphère pleine uniforme, système c÷ur-
coquille (à une seule coquille ou à plusieurs coquilles), système coquille vide. En
prenant en compte l'in�uence d'une matrice, il est également possible de calculer les
fréquences et les amortissements des modes de vibration. En pratique l'utilisateur
dé�nit la densité, la vitesse longitudinale et transverse pour la sphère (et éventuelle-
ment la coquille, la matrice etc...), le domaine d'énergie dans lequel les solutions sont
recherchées et le nombre d'itérations dans ce domaine d'énergie. La recherche des
solutions correspond à la détermination des zéros d'un certain déterminant (dont la
forme dépend du système étudié). Le programme parcourt l'axe des fréquences selon
un pas dé�ni par le domaine d'énergie et le nombre d'itérations choisis par l'utili-
sateur et repère les changements de signe du déterminant. Quand le déterminant

5. en divisant par c (vitesse de la lumière) et en prenant R en cm on obtient la valeur de la fréquence
en cm−1

6. voir aussi http ://www-gpi.physik.uni-karlsruhe.de/pub/widmer/Modes/modes.html, pour les modes
de vibration de la Terre, d'après un modèle 1D de cette dernière.

11



1. Dynamique de nano-objets

νl,n (GHz) n = 1 n = 2 n = 3
l = 0 518 (534) 1090 (1096) 1649 (1652)
l = 1 245 (223) 484 (301) 770 (507)
l = 2 174 (216) 348 (396) 576 (444)

Table 1.1 � Valeurs des fréquences de quelques modes de vibration sphéroïdaux d'une
nanoparticule d'or de 6nm de diamètre. Les trois premiers modes (n = 1 . . . 3) du mode
radial l = 0 et des modes l = 1 et l = 2 sont répertoriés. Entre parenthèses, les valeurs
avec la matrice.

change de signe, une recherche plus précise permet de trouver le zéro du détermi-
nant. Si le domaine d'énergie ou le nombre d'itérations est trop petit, des solutions
seront donc omises.

Dans le tableau 1.1 sont répertoriées à titre d'exemple quelques valeurs des fré-
quences de modes de vibration sphéroïdaux d'une nanoparticule d'or libre et dans
une matrice. Les valeurs des di�érents paramètres sont celles du verre Saint-Louis
dopé à l'or (voir chapitre 3). Le diamètre D de la nanoparticule d'or est égal à 6nm,
la densité d à 19.28. Les valeurs des vitesses longitudinale et transverse sont des
valeurs moyennées sur toutes les directions cristallographiques de la nanoparticule
d'or : l'anisotropie des paramètres élastiques de l'or n'est donc pas prise en compte.
〈vL〉 = 3314m · s−1 et 〈vT 〉 = 1236m · s−1. Pour le verre Saint-Louis (voir chapitre
3), dverre = 2.97, vverreL = 5020m · s−1 et vverreT = 3020m · s−1.

Sans faire un examen approfondi du tableau 1.1, certains points méritent toutefois
d'être soulignés. Première constatation : le mode l = 0 est celui qui a la fréquence
la plus élevée. Deuxièmement, on véri�e bien que les fréquences des harmoniques
ne sont pas des multiples de la fréquence du fondamental. En�n, la matrice in�ue
di�éremment sur la position des modes selon le mode considéré : elle a peu d'in�uence
sur celle du mode l = 0 alors qu'elle provoque un déplacement important de la
position des modes l = 1 et l = 2.

1.1.4 Lien avec les virus

La validité des travaux théoriques de Lamb [35] (1881) dans le cas particulier
des sphères de taille nanométrique a été con�rmée un siècle plus tard au cours des
années 80 par l'étude expérimentale par di�usion inélastique de lumière de nano-
cristaux de spinelle enchâssés dans des vitrocéramiques [42]. La di�usion inélastique
de lumière (aussi appelée di�usion Raman basse fréquence) par les modes de vibra-
tion de ces nanoparticules a permis de véri�er expérimentalement la relation (1.25)
qui relie proportionnellement la fréquence d'un mode à l'inverse de la taille de la
nanoparticule. En une vingtaine d'années, cette technique s'est révélée être un outil
extrêmement performant dans la caractérisation de la dynamique vibrationnelle de
nanoparticules de natures très diverses.

Les nanoparticules de semiconducteurs, métalliques ou de diélectriques (nano-
billes de silice, nanosphères de polymères...) sont autant de systèmes à avoir été
étudiés à ce jour par di�usion Raman basse fréquence (voir le chapitre 3 consacré
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aux expériences sur des nanoparticules métalliques). Ces systèmes ont des réponses
Raman très di�érentes, du fait des conditions d'excitation (Raman résonnant ou
non-résonant, taille des particules vis-à-vis de la longueur d'onde excitatrice...) ou
bien du fait de leurs caractéristiques propres (distributions en taille et en forme
des nanoparticules, couplage avec la matrice hôte). Néanmoins la di�usion Raman
basse fréquence constitue une méthode de caractérisation de nano-objets puissante
car non destructive, facile à mettre en ÷uvre et peu onéreuse. La grande sensibilité
de cette méthode de caractérisation vibrationnelle permet de plus de mettre en lu-
mière des aspects dynamiques di�ciles à étudier par les méthodes de caractérisation
structurale.

L'apport aujourd'hui avéré de la di�usion Raman basse fréquence dans l'étude de
la dynamique vibrationnelle de nano-objets va de pair avec les avancées théoriques
dans la description toujours plus réaliste de ces propriétés vibrationnelles, ce qui
incite à étendre le champ d'investigation de la technique à des nanoparticules autres
que solides. Une grande partie de ce travail de thèse est ainsi consacrée à l'étude
des virus qui sont de véritables � nanoparticules biologiques �. D'un point de vue
physique, les virus sont en e�et les seules entités biologiques dont la compacité et
la morphologie souvent quasisphérique (ou en tout cas de haute symétrie) justi�ent
a priori une description de type � nanosphère � (et l'appellation � nanoparticule
biologique �) telle que celle utilisée précédemment pour le calcul des modes de vi-
bration. Ce critère morphologique a été pour la première fois repris par de Gennes
et Papoular en 1969 [23] pour leur calcul des fréquences des modes de vibration.
Ces travaux novateurs s'inscrivent dans le cadre théorique décrit plus haut, mais
n'ont été repris à notre connaissance que depuis environ cinq ans par d'autres au-
teurs [43, 44, 45, 46]. Parallèlement des méthodes de modélisation telles que la NMA
(Normal Mode Analysis, analyse par modes normaux) ont été développées a�n de
rendre compte des propriétés vibrationnelles des virus sphériques [7, 47, 6]. Ces
travaux mettent bien évidence l'utilité de la caractérisation vibrationnelle dans la
compréhension des changements de conformation de grande envergure observés au
cours du cycle reproductif des virus.

Peu d'outils permettent de confronter les résultats des ré�exions des théoriciens
sur les propriétés vibrationnelles des virus avec l'expérience. La di�usion Raman
basse fréquence apparaît en tout cas sur le principe comme une technique adaptée
à la � chasse � aux modes de vibrations de virus.

1.2 Les virus

Les virus sont des entités biologiques uniques, les plus petites ayant la propriété
de se répliquer de manière autonome. Dans leur forme la plus simple, les virus sont
constitués d'un petit segment d'acide nucléique enfermé dans une coque protéique.
N'ayant pas de métabolisme propre ce sont des parasites intracellulaires obligatoires
qui envahissent les cellules dont ils détournent à leur pro�t la machinerie subcellu-
laire.

Malgré cette simplicité apparente, les virus infectent des organismes dans quasi-
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ment tous les règnes du vivant. Il existe des virus de bactéries, de plantes, des virus
fongiques, des virus d'invertébrés ou de vertébrés. Cette omniprésence se manifeste
par une diversité stupé�ante de structures et de modes de fonctionnement.

Dans cette section, nous décrirons dans un premier temps brièvement ce que
sont les virus. Nous verrons ensuite en quoi les virus peuvent être considérés comme
des nanoparticules biologiques. En�n, après avoir exposé succinctement quelles sont
les techniques d'analyse structurale courantes des virus, nous terminerons par une
discussion sur les intérêts que présente l'étude de la dynamique des virus.

Les ouvrages de référence utilisés pour la rédaction de cette section sont : Fields'
Virology[48] et la Virologie Moléculaire de Girard et al.[3].

1.2.1 Dé�nition

Un virus peut sommairement se dé�nir comme un fragment d'acide nucléique,
son génome, protégé par une enveloppe protéique, la capside. L'ensemble forme une
particule virale ou virion.

Les virus existent sous des formes et des tailles très di�érentes. L'un des virus que
nous avons étudiés par exemple, le virus satellite de la mosaïque du tabac[49, 50, 51]
(Satellite Tobacco Mosaic Virus (STMV)) est l'un des plus petits virus connus : il
a l'aspect d'une sphère de 17nm de diamètre, alors que le virus de la mosaïque du
tabac [52] (Tobacco Mosaic Virus (TMV)) est un cylindre de 300nm de long et de
18nm de diamètre.

Les virus peuvent di�érer non seulement par la morphologie et la taille, mais
aussi par la nature du matériel génétique, par la structure ou par la symétrie de
la capside. Par rapport aux virus dits nus, les virus enveloppés possèdent ainsi
en plus de la coque protéique une bicouche lipidique, cette couche supplémentaire
entourant la première. L'ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses 7)
s'occupe de la di�cile tâche de la classi�cation des virus. Cet organisme recense en
2003 environ 3000 espèces de virus mais dans le même temps estime à environ
30000 le nombre de souches di�érentes [53]. La �gure 1.2 8 donne un aperçu de
l'extrême complexité du monde viral tel qu'on le conçoit en 2005. Sur cette �gure
sont représentées les principales familles virales connues avec pour chaque famille un
schéma de l'espèce-type. Les critères de classi�cation sont la nature du génome (acide
désoxyribonucléique (ADN) ou acide ribonucléique (ARN)), son caractère mono- ou
bicaténaire (ssDNA, single-stranded DNA ou dsDNA, double-stranded DNA), sa
polarité (ssRNA+, ARN simple brin à polarité positive comme l'ARN messager des
cellules, ou ssRNA-), et si le génome est rétrotranscrit (ssRNA-RT ou dsRNA-RT).
Ces familles sont ensuite regroupées par type d'hôtes infectés (Vertébrés, Invertébrés,
Plantes ou Amibes) et classées par ordre de taille.

Dans leur très grande diversité, les virus peuvent cependant être dé�nis par ces
caractéristiques communes :

� Chaque particule virale complète ou virion, l'unité structurale d'un virus, ne
contient en général qu'un seul type de matériel génétique, ARN ou ADN,

7. http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/index.htm
8. http ://www.danforthcenter.org/iltab/ictvnet/
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Figure 1.2 � Panorama et classi�cation du monde viral en 2005.
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simple brin ou double brin, qui constitue le génome viral.
� Le virion se reproduit à partir de son génome.
� Il est incapable de croître et de subir des divisions. Il ne se divise pas par
�ssion binaire comme les bactéries et ne subit pas non plus de phénomène de
mitose comme les cellules eucaryotes. Il se multiplie à l'intérieur de son hôte :
le génome viral programme la synthèse d'un très grand nombre de copies des
macromolécules qui s'assemblent pour former les particules virales.

� Il est un parasite intracellulaire obligatoire. Il ne possède ni organites tels
que la mitochondrie 9 ni enzymes du métabolisme énergétique, ni ribosomes,
indispensables à la réplication virale.

1.2.2 Structure des virus

Virus à symétrie icosaédrique

Dans cette section sont présentés quelques principes régissant la structure et
l'assemblage des virus simples. Nous avons essentiellement étudié des virus de forme
sphérique ou isométriques dont la capside est à symétrie icosaédrique.

Ce sont les découvreurs de l'ADN, James Crick et Francis Watson [54, 55] qui
�rent les premiers l'hypothèse que la capside des virus était un objet très symétrique.
Ils avancèrent que du fait de sa petite taille, le génome viral ne peut coder que
pour un nombre restreint de protéines. Pour Crick et Watson, la capside est donc
vraisemblablement constituée de l'assemblage de sous-unités protéiques identiques.

L'auto-assemblage spontané de certains virus comme le TMV in vitro [56] à partir
de leurs constituants les conduisit ensuite à faire l'hypothèse que les interactions
entre ces sous-unités sont spéci�ques et bien dé�nies, en d'autres termes que chaque
sous-unité a le même environnement. L'assemblage de ces sous-unités doit posséder
une symétrie élevée, ce qui est possible à condition que ces sous-unités soient reliées
entre elles par des éléments de symétrie.

Une coque protéique fermée élaborée à partir de sous-unités identiques inter-
agissant toutes de la même façon entre elles et de forme plus ou moins sphérique ne
peut avoir que l'une des symétries suivantes : tétraédrique, cubique (ou octaédrique)
ou icosaédrique, comportant respectivement 12, 24 et 60 sous-unités. La symétrie
icosaédrique est la plus e�cace puisque à taille de capside équivalente, c'est elle qui
implique le plus grand nombre de sous-unités, donc les plus petites, c'est-à-dire les
plus économiques à synthétiser en termes d'information génétique.

De manière générale, le mode d'assemblage par sous-unités identiques présente
plusieurs autres avantages. Une erreur de traduction 10 du génome viral a peu de
conséquences puisqu'elle ne porte que sur une petite partie de l'ensemble, alors que
si le génome viral codait pour une seule protéine (hypothétique) de capside géante,
cette erreur pourrait compromettre l'élaboration de la capside. L'absence de système
correcteur est compensée par la redondance : les virus font ainsi une économie très
importante d'information génétique et une grande partie de l'acide nucléique peut

9. qui permet la production d'énergie dans la cellule.
10. étape de l'interprétation du code génétique du virus en acides aminés, constituants des protéines.
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Figure 1.3 � Symétries de l'icosaèdre

éventuellement coder d'autres fonctions que sa propre encapsidation. De plus, l'as-
semblage de la capside ne doit pas nécessairement se faire sous contrôle de la cellule-
hôte, mais peut très bien être le résultat de l'interaction des sous-unités entre elles
du fait des propriétés qui leur sont conférées par leur structure tridimensionnelle (cf.
l'auto-assemblage in vitro du TMV) : l'assemblage peut s'e�ectuer spontanément si
il correspond à un état d'énergie libre minimale [57].

L'icosaèdre est un polyèdre régulier dont les 20 faces sont des triangles équilaté-
raux, caractérisé par les symétries d'ordres 2, 3 et 5 (�gure 1.3). Il possède 6 axes
d'ordre 5, 10 d'ordre 3 et 15 d'ordre 2. On peut le construire simplement par dé-
coupage et pliage d'un réseau hexagonal plan (�gure 1.4). Le pavage de l'icosaèdre
par des éléments asymétriques utilise 60 de ces éléments, puisque sur chaque face
triangulaire de l'icosaèdre on peut disposer trois sous-unités asymétriques identiques
reliées entre elles par un axe d'ordre 3 (�gure 1.5). De manière équivalente, si on
place une seule sous-unité asymétrique n'importe où sur l'icosaèdre, en-dehors des
axes de symétrie, les opérations de symétrie de l'icosaèdre vont générer 59 autres
sous-unités identiques qui recouvrent totalement l'icosaèdre. Cette sous-unité pro-
téique unique à partir de laquelle il est possible de construire la totalité de la capside
est l'unité asymétrique.

L'exemple du STMV déjà introduit plus haut, illustre parfaitement le raison-
nement de Crick et Watson. Le STMV est un virus de 17nm de diamètre dont la
capside est constituée de 60 copies d'une protéine de 159 acides aminés qui mé-
nagent une cavité d'environ 12 à 13nm de diamètre contenant un ARN de 1059
bases, dont un peu moins de la moitié code donc pour la protéine de structure 11.
D'autres virus comme les parvovirus 12, petits virus de 20 à 25nm de diamètre sont
construits de la même façon. Les picornavirus (famille des poliovirus, rhinovirus)
élaborent une capside un peu plus grande qui accommode dans une cavité d'environ
20nm de diamètre un génome de 8000 bases. L'unité asymétrique de ces virus est
plus grande : elle est constituée de trois protéines di�érentes de taille comparable
(230 à 300 résidus) et d'un petit peptide interne. Cette stratégie fait qu'à-peu-près
un tiers du génome de ces virus code pour les protéines constitutives de la capside.

Ces principes d'architecture virale qui s'appliquent très bien à de petits virus

11. rappelons que 3 bases codent pour un seul acide aminé.
12. http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/50000000.htm
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Figure 1.4 � Méthode de découpage d'un réseau hexagonal pour former un icosaèdre :
par pliage, tous les sommets d'ordre 6 deviennent des sommets d'ordre 5.

Figure 1.5 � Disposition de sous-unités équivalentes dans un réseau hexagonal. Chaque
triangle contient trois sous-unités interagissant par l'intermédiaire d'axes 6 (chi�res 1-5),
d'axes 3 (chi�res 2-3) et d'axes 2 (4-4).
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sphériques peuvent être adaptés au cas de virus de forme sphérique de plus grande
taille. C'est le concept de quasi-équivalence (voir l'annexe A).

Le génome

Pour les virus dits simples, comme ceux présentés jusqu'à présent, la coque pro-
téique s'assemble autour du génome et l'assemblage est souvent déclenché par une
séquence spéci�que, le signal d'assemblage. Dans les virus à ARN positif, le génome
n'a pas une structure extrêmement bien dé�nie. Il doit cependant tenir à l'intérieur
de la capside, ce qui implique qu'il est généralement très densément empaqueté,
sous forme de brins parallèles de bases appariées deux par deux. Pour certains virus
comme le STMV, des segments ordonnés d'ARN apparaissent alors (et sont donc
visibles par di�raction des rayons X, voir 1.2.4). Presque 60% du génome du STMV
est ainsi ordonné tangentiellement aux axes 2 de la capside et interagit précisément
avec les dimères de la capside [50]. Il n'y a cependant pas d'interactions spéci�ques
des bases avec les sous-unités de la capside : elles interagissent avec les sucres et les
phosphates de l'acide nucléique, ces contacts sont donc bien non-spéci�ques de la
séquence de l'acide nucléique.

La symétrie hélicoïdale

Tous les virus ne sont pas des virus à capside à symétrie icosaédrique (�gure
1.2), même si ces derniers sont les plus fréquents. Il existe (entre autres morpho-
logies) des virus à morphologie hélicoïdale ou �lamenteuse comme le TMV [52] ou
le phage M13 [58]. Nous décrivons ici très brièvement la structure du TMV (�gure
1.6). Le TMV est organisé autour d'un axe hélicoïdal autour duquel s'enroulent des
sous-unités protéiques. Le nombre d'unités par tour et le pas de l'hélice su�sent à
caractériser cette structure : il y a 16.33 sous-unités par tour et le pas de l'hélice
est de 23 Å. L'hélice protéique incorpore très précisément [3] le matériel génétique
dans un sillon interne à raison d'exactement trois nucléotides d'ARN simple brin
par sous-unité.

1.2.3 Similitudes et di�érences par rapport à d'autres objets nanomé-

triques

Parmi les objets nanométriques que le physicien a l'habitude de manipuler, les
nanoparticules métalliques sont très di�érentes des virus et cependant présentent
certaines similitudes avec ces derniers.

La taille de ces di�érents objets est nanométrique : de 2 à 10nm pour les nano-
particules d'or que nous avons étudiées (cf. chapitre 3), de 17nm à plusieurs dizaines
voire centaines de nanomètres pour les virus. La forme des virus isométriques est
très bien dé�nie, comme peut l'être celle de nanoparticules métalliques, ou bien celle
de billes de silice (dans les opales par exemple, voir �gure 2.10), comme le montrent
les images de virus obtenues par microscopie électronique en transmission (MET).
En plus de ces observations classiques, le facteur de forme des virus déterminé par
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Figure 1.6 � Structure hélicoïdale du TMV (d'après [3]).

des mesures de di�usion X aux petits angles (SAXS) présente de grandes similitudes
avec celui de nanosphères (�gure 1.7). Ajoutons que la distribution en taille d'une
assemblée de virus (dans le cas des virus simples) est extrêmement étroite puisque
ces objets sont, à de rares exceptions près, identiques, alors qu'il est assez délicat
d'obtenir des nanoparticules d'or (par exemple) qui soient toutes exactement de la
même taille, quelle que soit la voie de synthèse utilisée (bottom up ou top down).

Les constituants de base d'une nanoparticule solide sont les atomes, reliés entre
eux de manière covalente (ou par des liaisons métalliques s'il s'agit de nanoparticules
métalliques). L'équivalent du constituant de base pour un virus est la sous-unité
protéique, composée d'un grand nombre d'atomes di�érents. La capside des virus
isométriques est formée par auto-assemblage non-covalent d'un grand nombre de
ces sous-unités identiques. Ce mode d'assemblage de la capside permet la libération
très rapide du génome viral dans les cellules infectées, en même temps que l'en-
capsidation, étape nécessaire à la protection du matériel génétique néosynthétisé.
La capside est stabilisée par un grand nombre d'interactions di�érentes. Prenons
à nouveau l'exemple du STMV [50] : les interactions entre dimères de sous-unités
par exemple sont dominées par l'interaction hydrophobe mais il existe également
de nombreuses liaisons hydrogène (en tout 70 par dimère) entre acides aminés et
avec les molécules d'eau liées. D'autres interactions, comme l'interaction de Van der
Waals ou moins souvent les ponts salins interviennent également. Les interactions
entre l'ARN et les sous-unités par liaison hydrogène sont également très nombreuses
et participent plus ou moins à la stabilisation de la capside. En résumé, les nano-
particules métalliques sont un assemblage covalent d'un seul type d'atomes (ou d'un
petit nombre d'atomes di�érents cf. � core-shell �), alors que les virus isométriques
sont le résultat de l'assemblage non-covalent de sous-unités identiques empaquetant
le génome.

La question de la compacité de ces objets, au moins qualitativement, peut éga-
lement se poser. Malgré l'assemblage spéci�que de ces constituants, un virus est
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Figure 1.7 � A gauche : Image par MET du virus de la mosaïque du brome (BMV). A
droite : Résultats de mesures SAXS sur une solution de BMV [4]. Le trait noir représente
le facteur de forme du BMV ; le trait rouge correspond au facteur de forme simulé d'une
sphère creuse.

évidemment moins compact qu'une nanoparticule métallique. Mais comparés aux
protéines, les virus sont très compacts.

Dans des conditions normales (c'est-à-dire pas au point isoélectrique), la distri-
bution des charges électriques dans les virus et dans leur voisinage est à l'origine
de l'existence d'un potentiel électrostatique. Dans le cas du STMV par exemple la
charge négative de l'ARN n'est pas entièrement neutralisée par la charge positive.
L'excès de charges négatives est neutralisé par les contre-ions dans la solution.

1.2.4 Les méthodes d'étude structurale des virus

La structure virale est caractérisée de nos jours par deux techniques essentielle-
ment : la di�raction des rayons X et les techniques microscopiques.

La cristallographie par rayons X

Les premières études par di�raction des rayons X (DRX) de cristaux de virus
végétaux comme le TBSV remontent à la �n des années 30. Depuis la �n des années
80 et la première structure à haute résolution [59], les progrès de l'informatique et
des méthodes de traitement des données ont fait que des dizaines de structures de
virus végétaux, animaux et d'insectes ont été élucidées avec une résolution quasi-
atomique [50]. Mais seules les structures de forme très régulière peuvent former des
monocristaux, et l'étude de gros virus ou de virus plus complexes n'est possible que
par le biais de substructures de ces virus. La détermination de la structure d'un
virus repose non seulement sur l'existence des symétries du cristal mais aussi sur les
symétries du virus. Les parties non ordonnées des virus comme certains segments
du matériel génétique par exemple ou les parties de la capside interagissant avec le
matériel génétique sont invisibles par cristallographie X.
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Les techniques microscopiques

La microscopie électronique en transmission La microscopie électronique est un
outil formidable pour l'étude de la structure des virus, et encore plus depuis l'avène-
ment de la cryomicroscopie électronique (cryo-EM) [60, 19]. La méthode tradition-
nelle de coloration négative par des métaux lourds denses aux électrons 13 (acétate
d'uranyle, phosphotungstate de potassium) limite la résolution à environ 50 Å, du
fait des inhomogénéités de coloration, de la déshydratation et de l'aplatissement des
virus, et des dommages radiatifs causés par les électrons. Néanmoins cette résolution
est su�sante pour avoir une idée précise de la morphologie d'un virus.

La cryomicroscopie électronique améliore grandement les possibilités d'observa-
tion de virus et d'autres complexes supramoléculaires. Les échantillons sont conge-
lés rapidement dans une couche de glace (vitreuse). L'utilisation de petites doses
d'électrons à une température proche de celle de l'azote liquide combinée au déve-
loppement de programmes e�caces de traitement d'images permet d'atteindre des
résolutions de l'ordre de la dizaine d'angströms et en-deçà. Les �gures A.4, A.5
et A.3 montrent quelques exemples de reconstructions tridimensionnelles de virus
isométriques faites à partir de clichés de cryo-EM.

La cryomicroscopie électronique ne peut pour l'instant pas rivaliser avec la dif-
fraction des rayons X (DRX) dont la résolution est quasi-atomique (1.8 Å pour le
STMV par exemple [50]). Elle peut cependant dans bien des cas compléter les don-
nées de la DRX d'une part (et même les remplacer dans le cas de structures di�ciles
ou impossibles à cristalliser) et d'autre part permettre l'étude d'échantillons hété-
rogènes. Il est possible d'observer par cryo-EM, l'e�et d'un changement de pH par
exemple, qui a un e�et connu sur la structure d'un virus mais ne provoque pas une
transition nette de toute la population virale vers un état dé�ni [61]. La cryo-EM
constitue donc un outil précieux pour l'observation des changements structuraux à
grande échelle dans les virus.

La microscopie à force atomique Depuis une dizaine d'année, une technique
d'imagerie supplémentaire a commencé à révéler son utilité dans l'observation et la
caractérisation mécanique des structures virales. Inventée par G. Binnig en 1982 [62],
la microscopie à force atomique (AFM) est depuis peu utilisée sur des échantillons
biologiques et de manière encore plus récente sur des virus [63, 64, 65, 66]. Le prin-
cipe de l'AFM peut se résumer de la manière suivante : une pointe extrêmement
�ne typiquement de Si ou SiN (∼ 1nm) montée sur un levier balaye la surface de
l'échantillon. A proximité de l'échantillon les forces qui s'exercent entre la pointe et
la surface provoquent la dé�exion du levier, en général mesurée par ré�exion d'un
spot laser sur le levier vers un réseau de photodiodes. En pratique, une boucle de
rétroaction ajuste la distance de la pointe à l'échantillon pour que la force entre les
deux soit constante, ce qui évite que la pointe n'entre en collision avec la surface.
On obtient ainsi une image de la topographie de l'échantillon.

L'un des grands avantages de l'AFM par rapport à d'autres techniques est qu'elle

13. utilisée à cause du manque de contraste de la matière organique.
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Figure 1.8 � Observation du TMV par AFM. Image à deux dimensions (à gauche) et
pro�l tridimensionnel (à droite). On distingue sur ces images les tubes de TMV orientés
pour certains parallèlement au plan du substrat et pour les autres quasiment perpendicu-
lairement.

peut se faire en phase liquide et en particulier dans des conditions physiologiques,
sans perturber l'échantillon. L'AFM permet aussi d'observer individuellement une
particule virale avec ses éventuels défauts structuraux, il n'y a pas d'e�et de moyenne
sur l'échantillon comme pour les reconstructions tridimensionnelles de virus à partir
de la cryo-EM ou comme les données issues de la di�raction des cristaux. A la
di�érence du TEM pour laquelle les images obtenues résultent de la projection d'une
particule sur un plan, l'AFM donne en outre des images tridimensionnelles de la
surface, avec une très bonne résolution en hauteur, qui peut être meilleure que
0, 1nm (0, 5nm pour les matériaux biologiques). Du fait de la taille �nie de la
pointe, la taille latérale d'objets isolés peut cependant être légèrement surestimée.
Mais si ces objets forment un assemblage compact, leur dimension latérale peut être
calculée en prenant les distances de centre à centre.

Nous avons utilisé l'AFM pour caractériser nos échantillons (�gure 1.8). Cela
constituait pour nous une solution permettant d'économiser la mise en forme assez
longue des échantillons pour les observations en MET.

Une extension de la technique AFM à la nanoindentation a une application inté-
ressante sur la détermination des paramètres élastiques de capsides virales [67, 68].
Ce type de mesure a été réalisé récemment sur la capside virale du bactériophage
φ29 (virus de bactéries à la morphologie ovoïde complexe) et d'un phytovirus iso-
métrique (CCMV, Cowpea Chlorotic Mottle Virus, D = 28nm). Elles ont permis
d'évaluer la rigidité des parois virales correspondantes (à des endroits précis dans le
cas du phage), à travers la mesure du module d'Young. Le premier résultat de ces
travaux est que les capsides virales sont caractérisées par une grande élasticité et la
description de ces objets en termes de coque élastique relativement épaisse se révèle
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être adaptée. La comparaison entre le CCMV et le bactériophage φ29 révèle que les
modules d'Young de ces deux coques virales di�èrent d'un ordre de grandeur, en
accord avec les di�érentes pressions internes exercées par le contenu viral (environ
60 atm dans le cas du phage). Un autre aspect remarquable révélé par ces mesures
est que la stabilité mécanique des capsides peut être signi�cativement accrue par
une modi�cation ponctuelle d'un constituant capsidique (mutation). Bien que nous
n'ayons pas étudié les mêmes virus, nous verrons dans le chapitre IV que nos mesures
Brillouin sur un cristal de STMV donnent des résultats cohérents avec ces mesures
AFM.

1.2.5 Apports d'une étude dynamique

Les méthodes d'analyse décrites ci-dessus constituent aujourd'hui des outils de
routine (en particulier la di�raction de rayons X et la cryomicroscopie électronique)
qui donnent des informations sur la structure à la fois �ne et globale des virions. Ces
caractérisations, bien qu'essentielles à la compréhension des mécanismes des virus
restent malgré tout d'ordre statique et éludent l'aspect de la dynamique collective
dans les structures virales L'application classique de la di�usion Raman aux virus
est certes répandue mais fournit principalement des informations à l'échelle molé-
culaire. Au même titre que la dynamique de nanoparticules solides s'associe à des
propriétés spéci�ques non révélées par les techniques d'analyse structurale (couplage
élastique matrice/particule ou particule/particule, couplage plasmon/phonon dans
le cas de nanoparticules métalliques, gap acoustique pour des opales de matériaux
diélectriques...), considérer les virus comme des structures dynamiques revient à en-
visager la possibilité que le fonctionnement et le comportement d'un virus ne sont
pas uniquement le fait de mécanismes moléculaires localisés (interaction avec telle
ou telle unité protéique par exemple) mais aussi de propriétés physiques collectives.
A travers la description de quelques aspects simples de la dynamique collective des
nano-morphologies virales, nous voyons dans la suite en quoi l'étude expérimentale
des modes de vibration de virus mérite, à nos yeux, d'être entreprise.

La compréhension de la dynamique des virus peut déboucher sur de nombreuses
applications et alimenter en particulier des spéculations plus ou moins fantaisistes
comme la lyse des virus par résonance avec leurs modes de vibration au moyen d'une
source THz ou sub-THz (ultrasons, microondes) [69]. Une autre application plus
sérieuse signalée initialement dans le cadre d'une conférence de l'armée américaine
sur le bioterrorisme [70] consiste à mettre à pro�t la di�usion Raman dans l'identi-
�cation des particules virales par l'intermédiaire de leur taille. Cette idée repose sur
le fait que la détermination expérimentale de la fréquence d'un mode de vibration
d'une particule virale donne accès à sa taille en vertu de la relation (1.25). Cela peut
éventuellement constituer une méthode de discrimination rapide d'un virus inconnu
en permettant de le classer parmi les plus petits virus (D < 50nm), les virus de
taille intermédiaire (de 50 à 100nm) ou les gros virus (plus de 100nm). Le virus de
la variole par exemple fait partie de cette dernière catégorie.

Les études par di�raction de rayons X ou microscopie électronique, sur de nom-
breuses espèces de virus, ont montré depuis longtemps que la taille d'un virus pou-
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Figure 1.9 � Modélisation de la transition compact/gon�é du TBSV [5].

vait changer de manière signi�cative (de quelques % à une dizaine de % pour le
TBSV [61] ou le CCMV [7] et jusqu'à 20% pour le poliovirus [5]). Ces changements
de taille, généralement réversibles, sont observés pour des conditions de pH ou de
force ionique précises et peuvent être déclenchés par la présence de certaines es-
pèces chimiques (Ca2+ pour le CCMV et le TBSV par exemple). Ils sont associés à
des transitions conformationnelles concertées de la capside virale, de la forme dite
� compacte � (forme native) à la forme dite � gon�ée �, sans nécessiter pour autant
une réorganisation complète de la structure du virion. Dans certains cas, comme
celui du poliovirus, cette transition s'accompagne de l'inactivation du virus. Witz
et Brown [5] furent parmi les premiers à souligner l'importance de ces transitions
conformationnelles, notamment en remarquant que la disposition des unités pro-
téiques dans la forme gon�ée permettait une � externalisation � du contenu viral
(�gure 1.9).

Cette externalisation peut ne pas être anodine dans l'interaction du virus avec
son environnement (il a été postulé que le gon�ement constitue une première étape
dans l'expulsion du génome au cours de l'infection) et incite de fait à mieux connaître
les mécanismes sous-jacents de ces transitions de grande échelle.

Les approches numériques telles que l'Analyse en Modes Normaux (NMA) ap-
portent à cet égard des éléments intéressants. Cette méthode, initialement employée
pour calculer les modes de très basse fréquence impliqués dans les changements
conformationnels de protéines, consiste à calculer les modes normaux de vibration à
partir d'un potentiel d'interaction choisi (type oscillateur harmonique) et moyennant
une représentation simpli�ée de la structure virale. Typiquement, ne sont modélisées
dans ces travaux que les capsides virales, en ne considérant que l'interaction entre
des carbones Cα des unités protéiques. Les modes normaux ainsi calculés montrent
que la mosaïcité des capsomères dans les capsides n'empêche pas le développement
de modes propres identiques à ceux d'une coquille élastique homogène ou bien ceux
d'une nanosphère.A titre d'illustration, la �gure 1.10 représente quelques uns de ces
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Figure 1.10 � Représentation de quelques modes du poliovirus calculés par NMA [6] : en
haut, des modes sphéroïdaux similaires � à gauche � à un mode radial et � à droite �
au mode quadrupolaire ; en bas sont représentés des modes torsionnels.

modes pour la capside du poliovirus .
En évaluant la projection des modes normaux ainsi calculés sur le vecteur de

déplacement associé à la transition compact/gon�é, il a été démontré dans le cas du
CCMV par exemple, que le mode de respiration rend compte à plus de 95% de la
transition (�gure 1.11).

Ce résultat, certes issu d'hypothèses simpli�catrices (notamment concernant
l'harmonicité des modes), suggère donc que la transition entre la forme compacte
et la forme gon�ée puisse être assistée par la dynamique vibrationnelle propre à
la morphologie globale du virion. Vue sous cet angle, la caractérisation expérimen-
tale des modes de vibration de virus peut déboucher sur des informations nouvelles
susceptibles d'éclairer les spéci�cités de certains mécanismes intimement liés à des
propriétés collectives. Ce faisant, elle peut aussi permettre de quanti�er la cohé-
sion globale et la �exibilité d'une particule virale, paramètres déterminant dans la
stabilité des structures virales [71].
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Les virus

Figure 1.11 � Amplitude et direction du mouvement pour le CCMV (a) obtenues en
calculant la di�érence entre les coordonnées de la forme compacte et celle de la forme
gon�ée (b) pour le mode de respiration [7].
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Chapitre 2

Les di�usions inélastiques de lumière

La di�usion inélastique de lumière conventionnelle (spectroscopie Raman) opère
habituellement dans un domaine de fréquence 1 ν ≥ 100 cm−1. La spectroscopie
Raman permet de caractériser et d'identi�er les groupements chimiques par leur
signature vibrationnelle spéci�que au sein d'une molécule, d'une macromolécule ou
même dans des assemblages moléculaires encore plus gros comme les virus [72]. C'est
une technique extrêmement sensible surtout depuis l'avènement de la spectroscopie
Raman Résonnant et du SERS [73].

Ces signatures sont des modes de vibration dont la longueur d'onde est de l'ordre
de grandeur de la longueur de liaison entre atomes (∼ 1/10nm). La spectroscopie
Raman est donc une sonde très locale de la matière. Si l'on s'intéresse aux modes
de vibrations non plus de la liaison atomique mais à l'échelle de l'objet tout entier
(macromolécule, édi�ce supramoléculaire ou agrégat métallique par exemple), donc
à des vibrations de beaucoup plus basse fréquence (cf. tab. 2.1), on est rapidement
confronté à une di�culté expérimentale de taille : le fait que la fréquence de ces
modes soit très proche de la raie élastique extrêmement intense. Ce problème peut
être résolu par l'utilisation d'appareils au contraste et à la résolution très élevés.
Il existe deux appareils de ce type au laboratoire : un quintuple monochromateur
et un interféromètre Fabry-Pérot multipassage récemment acquis par le laboratoire.
A l'origine principalement utilisé en physique de la matière condensée pour l'étude
des modes acoustiques dans les matériaux, les ondes de spin etc... l'interféromètre
est devenu il y a peu un outil de choix pour l'étude de particules de grande taille
(colloïdes [74] ou opales, qui sont des assemblages de sphères de silice [75, 76]).

Cette partie donne dans un premier temps un aperçu de la théorie de la di�usion
inélastique de la lumière. Elle est consacrée dans un second temps à la descrip-
tion des dispositifs expérimentaux utilisés. Nous insistons particulièrement sur le
fonctionnement et les caractéristiques du tandem Fabry-Pérot (ou interféromètre
Fabry-Pérot).

1. L'unité usuelle est le cm−1 pour la spectroscopie Raman et le gigahertz (GHz) pour la spectroscopie

Brillouin. 1000GHz ≡ 33.36 cm
−1 ≡ 4.1357meV .
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Modes de vibration intramoléculaires

Liaison Si-O-Si 450 − 550
Liaison C-H 2800 − 3300
Liaison O-H 3200 − 3700

Modes de vibration de particules

Nanoparticules d'or D ∼ 5nm 3− 10
Opales D ∼ 200nm 0.3− 1
Modes acoustiques (longitudinaux à q ∼ 10−2 nm−1)

Silice ∼ 1
Eau ∼ 0.14

Table 2.1 � Ordres de grandeur de certaines énergies de vibration (en cm−1).

2.1 Quelques principes de la di�usion inélastique de lumière

Nous présentons brièvement dans cette section quelques aspects de la théorie
de la di�usion inélastique de lumière, aspects développés plus longuement dans les
références [77, 78, 79].

2.1.1 Description du phénomène

Dans une expérience-type de di�usion de lumière, un faisceau parallèle de lu-
mière provenant d'un laser illumine un échantillon de volume V dans un matériau
quelconque. La lumière est di�usée dans toutes les directions et un détecteur analyse
l'intensité de la lumière di�usée dans une direction particulière, à un angle θ par
rapport à la direction du faisceau incident.

Alors que le faisceau laser incident est monochromatique, l'intensité di�usée
présente des contributions de fréquences di�érentes (cf. �g. 2.1). La raie centrale
correspond au processus au cours duquel les photons incidents sont di�usés élasti-
quement (di�usion Rayleigh), c'est-à-dire sans changement de fréquence. Les autres
composantes du spectre sont dues aux processus de di�usion inélastique Brillouin
et Raman. La di�usion Brillouin provient en général de la di�usion par les ondes
acoustiques propagatives et donne des pics à très basse fréquence. Les déplacements
Brillouin par rapport à la fréquence de la radiation incidente sont de l'ordre du
cm−1 ∼ 30GHz et en deçà. Les pics Raman, résultant de la di�usion par des vi-
brations internes aux molécules ou des modes optiques dans les cristaux, ont des
déplacements beaucoup plus élevés, de l'ordre de 100− 4000 cm−1.

On peut faire une distinction supplémentaire entre les raies aux fréquences infé-
rieures à la fréquence ν0 de la radiation incidente (raies Stokes νS) et les raies dont
les fréquences sont supérieures à ν0 (raies anti-Stokes νAS). Un photon di�usé lors
d'un processus Stokes correspond à la situation où l'échantillon a gagné l'énergie hν.
Donc, du fait de la conservation de l'énergie, on a

hν = ν0 − νS. (2.1)
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Figure 2.1 � Schéma d'un spectre de di�usion inélastique de lumière.

Inversement, l'échantillon perd l'énergie hν pour un photon di�usé lors d'un
processus anti-Stokes. Dans ce cas,

hν = νAS − ν0. (2.2)

Le phénomène de di�usion inélastique conserve également le moment.
Soit ~k0, ~kS et ~kAS, les vecteurs d'onde, respectivement, d'un photon incident, d'un

photon Stokes et d'un photon anti-Stokes. La conservation du moment implique que
l'échantillon perd (processus anti-Stokes) ou gagne (processus Stokes) un moment
~~q tel que

~q =

{
~k0 − ~kS pour un processus Stokes,
~kAS − ~k0 pour un processus anti-Stokes.

(2.3)

La �gure 2.2 illustre la conservation du moment au cours d'un processus de
di�usion inélastique. D'après (2.3), on a alors (pour le cas Stokes)

q2 = k2
0 + k2

S − 2k0kS cos θ.

Dans le cas particulier où l'indice de réfraction du milieu traversé par le photon
incident est le même que celui du milieu traversé par le photon di�usé, k0c = nω0 et
kSc = nωS

2 (ce qui peut très bien ne pas être le cas pour un milieu biréfringent par
exemple, selon la géométrie de l'expérience.). D'après (2.1), la relation précédente
s'écrit

2. avec ω ≡ 2πν.
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Figure 2.2 � Diagrammes représentant la conservation du moment au cours de la di�usion
inélastique d'un photon : (a) processus Stokes, (b) processus anti-Stokes, (c) cas particulier
où l'indice de réfraction n est isotrope et où ω � ω0.

c2q2 = n2ω2
0 + n2(ω0 − ω)2 − 2n2ω0(ω0 − ω) cos θ.

Finalement, et en dérivant de manière semblable la relation pour un processus
anti-Stokes, on obtient

c2q2

n2ω2
0

=
ω2

ω2
0

+ 4

(
1∓ ω

ω0

)
sin2 θ

2
signe − Stokes, + anti-Stokes. (2.4)

En particulier, si ω � ω0, alors

cq

nω0

= 2 sin
θ

2
pour les deux processus Stokes et anti-Stokes. (2.5)

D'où

q = 2k0 sin
θ

2
=

4πn

λ0

sin
θ

2
. (2.6)

Dans la plupart des expériences de di�usion inélastique de la lumière, on utilise
une longueur d'onde d'excitation du domaine du visible (éventuellement l'UV, cf.
4.4.2). Typiquement cela correspond à une fréquence

ω0

2π
∼ 5 · 1014Hz. (2.7)

En général les déplacements Raman sont dans le domaine de fréquence dé�ni
par 3 · 1011Hz < ω < 1014Hz, et les déplacements Brillouin dans le domaine
108Hz < ω < 1010Hz.

Dans la plupart des expériences la condition ω � ω0 est satisfaite et q est dé�ni
par la relation (2.6). On remarque que dans ce cas précis seulement, les vecteurs
d'onde Stokes et anti-Stokes sont égaux.

Examinons maintenant le domaine de vecteur d'onde accessible par une expé-
rience de di�usion de lumière. Si l'on suppose par exemple que l'indice de réfraction
est de l'ordre de 1, 5 on obtient, en tenant compte de (2.7),
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k0 ∼ 1, 5 · 10−2 nm−1, (2.8)

donc

qmin ∼ 0 < q < qmax = 3 · 10−2 nm−1. (2.9)

On peut ici souligner deux choses. Premièrement, qmin n'est pas tout à fait égal à
zéro. Quand l'angle θ est très petit, sin2 θ/2 devient équivalent à ω/ω0 et la relation
simpli�ée (2.5) n'est plus valide, il faudrait en toute rigueur appliquer dans ce cas
précis la relation complète (2.4).

Deuxièmement, si on prend l'exemple d'un matériau cristallin, le vecteur d'onde
maximum pour une excitation dans la première zone de Brillouin est de l'ordre de

π

a
∼ 30nm−1, avec a le paramètre de maille du réseau cristallin. (2.10)

Les vecteurs d'onde sondés dans un matériau cristallin seront par conséquent très
proches du centre de la zone de Brillouin (mais bien au-delà du domaine d'investi-
gation des ondes ultrasonores).

2.1.2 Origine de la di�usion inélastique

Dans cette section, nous présentons quelques principes permettant d'expliquer
l'origine physique de la di�usion inélastique de lumière.

On peut faire comme hypothèse de départ celle du milieu continu. En e�et, dans
le matériau irradié par la radiation λ0, un cube de λ0 de côté contient environ 109

atomes, ce qui signi�e qu'à cette échelle le matériau se comporte bien comme un
milieu continu. On peut donc faire une description macroscopique du phénomène de
di�usion dans le matériau.

Une onde électromagnétique traversant un tel matériau produit en chaque point
~r, par couplage avec l'ensemble des électrons, un moment dipolaire oscillant ou pola-
risation par unité de volume ~P (~r, t). Pour une onde électromagnétique peu intense,
la polarisation par unité de volume est proportionnelle au champ électrique ~E(~r, t)
et est égale à

~P (~r, t) = ε0χ(~r, t) ~E(~r, t), (2.11)

où la susceptibilité diélectrique χ caractérise la réponse du matériau à l'excitation
~E.

Les oscillations de la polarisation induites par l'onde électromagnétique incidente
au point ~r produisent à leur tour un rayonnement di�usé dans toutes les directions.
Le champ électrique d ~E ′(~R, t) di�usé en un point ~R par ces variations de polarisation
dans un volume d3r centré sur ~r, et tel que d3r � λ3, est donné par (voir par exemple
le détail du calcul à partir des équations de Maxwell dans [78])
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~E0 exp i( ~k0.~r − ω0t)

~r

~u

~R− ~r

~R

~k

~k0

θ

Figure 2.3 � Diagramme montrant la relation entre ~r, ~R, le vecteur d'onde incident ~k0, le
vecteur d'onde di�usé ~k et l'angle de di�usion θ.

d ~E ′(~R, t) =

 1

4πε0c2
∥∥∥~R− ~r∥∥∥~u×

(
~u× ∂2 ~P (~r, t′)

∂t′ 2

)
d3r


t′=t−‖~R−~r‖/cm

. (2.12)

Les di�érents vecteurs décrivant le processus sont dé�nis dans le diagramme 2.3.
~u est le vecteur unitaire porté par ~R − ~r. Il est aussi colinéaire à ~k, le vecteur

d'onde di�usé, quand ~R� ~r. Le temps retardé t′ exprime le fait que le champ ~E se
propage à la vitesse cm = c/n dans le matériau.

Le calcul de l'expression (2.12) revient à déterminer la contribution de la dérivée
seconde par rapport au temps de la polarisation par unité de volume. La relation
(2.11) montre que la dépendance par rapport au temps de ~P (~r, t) a deux causes
distinctes. Elle provient d'une part des oscillations du champ électrique et d'autre
part des �uctuations de χ(~r, t), qu'il est dès lors commode d'écrire sous la forme de
la somme d'une partie constante et d'une partie variable,

χ(~r, t) = χ0 + δχ(~r, t). (2.13)

On décrit par ailleurs le champ électrique de l'onde incidente dans le matériau
comme une onde plane,

~E(~r, t) = ~E0 exp i(~k0 · ~r − ω0t), (2.14)

avec k0 = nω0/c, le vecteur d'onde incident.
D'où

~P (~r, t) = ε0(χ0 + δχ(~r, t)) ~E0 · exp i(~k0.~r − ω0.t). (2.15)

Le terme des �uctuations de susceptibilité est dominé par les �uctuations ther-
miques dont les fréquences typiques sont petites (∼ 1012Hz) devant celles de la
lumière visible (ω0 ∼ 5 · 1014Hz). On peut donc considérer que χ dépend très peu
de t et écrire que
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∂2 ~P (~r, t)

∂t2
∼= −ω2

0
~P (~r, t). (2.16)

En substituant les relations (2.14), (2.15) et (2.16) dans (2.12) et en intégrant
au temps retardé t′ sur le volume V d'échantillon illuminé, on obtient dans la limite
où ~R� ~r, et en remarquant que nω0

c

∥∥∥~R− ~r∥∥∥ = nω0

c
~u.(~R− ~r) = ~k.(~R− ~r)

~E ′(~R, t) ∝ −
(ω0

c

)2 exp i(~k · ~R− ω0t)

R
~u

×
[
~u×

∫
V

(χ0 + δχ(~r, t′)) · ~E0 exp i((~k0 − ~k) · ~r) d3~r

] (2.17)

L'intégrale dans (2.17) représente la superposition en ~R des ondes di�usées par
chaque point ~r illuminé dans le matériau. Si les �uctuations δχ sont nulles, la résul-
tante de la superposition des ondes di�usées est nulle, sauf dans la même direction
que celle de la lumière incidente 3.

Le champ di�usé dans des directions autres que celle de l'onde incidente trouve
donc son origine dans les �uctuations δχ de la susceptibilité diélectrique. Il existe
plusieurs types de di�usion de lumière selon la nature de ces �uctuations :

� les �uctuations statiques telles que δχ(~r, t′) = δχ(~r) génèrent dans toutes
les directions de l'espace un champ di�usé de fréquence identique à celle de
l'onde incidente. C'est le terme de di�usion élastique ou di�usion Rayleigh, une
composante généralement très intense dans un spectre de di�usion de lumière.

� dans le cas où les �uctuations sont provoquées par des oscillations périodiques
dans le temps et l'espace, tels que les modes de vibration du matériau, la
di�usion de lumière est inélastique. On peut alors faire une distinction supplé-
mentaire entre modes propagatifs (di�usion Brillouin) et modes non-propagatifs
(di�usion Raman).

2.1.3 Di�usion Brillouin

Les �uctuations périodiques dues aux modes acoustiques propagatifs peuvent
être décrites par leur transformée de Fourier spatiale [28] :

δχ(~r, t′) ∝
∫
d3q δχ(~q) · exp i(~q · ~r ∓ ω(~q)t′). (2.18)

Dans (2.18), 2π/q est la longueur d'onde de la �uctuation et ω(~q)/2π est la fré-
quence correspondant à cette longueur d'onde. Le signe ± devant ω(~q) rend compte
de la dégénérescence dans la relation de dispersion due aux ondes progressive et
régressive.

En substituant (2.18) dans (2.17), on obtient alors

3. dans ce cas-là, on véri�e simplement que
∫

V
χ0 · ~E0 exp i(( ~k0 − ~k) · ~r) ∝ δ ~k0−~k, c'est-à-dire dans la

direction ~k = ~k0.
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~E ′(~R, t) ∝ −
(
ω0 ± ω
c

)2

~u

×
[
~u×

∫
d3q δχ(~q) · ~E0 exp i(~k · ~R− (ω0 ± ω(~q))t)

]
·
[∫

V

d3r exp i((~k0 − ~k + ~q) · ~r)
]
,

(2.19)

avec ~k = (n/c)(ω0 − ω(~q)) ~u.
Moyennant le fait que le volume illuminé est grand devant λ3, la dernière intégrale

dans (2.19) est une fonction de Dirac 4 égale à (2π)3 δ[~q − (~k(~q)− ~k0)].
Les seules excitations di�usant de la lumière dans la direction ~u sont donc les

excitations dont le vecteur d'onde véri�e

~q = ~k(~q)− ~k0, (2.20)

qui est une relation équivalente à (2.3).
Physiquement, (2.20) peut être interprétée de deux façons équivalentes.
D'un point de vue quantique, c'est la conservation du moment entre le photon

incident ~k0, le photon di�usé ~k et le moment ~q du phonon créé ou annihilé au cours
de ce processus (cf. 2.1.1).

D'un point de vue classique, (2.20) traduit le fait qu'une �uctuation spatiale
entraîne la modulation de la susceptibilité χ (cf. (2.18)) et donc celle de la phase
des ondes di�usées par chaque point ~r du volume V . Cette modulation compense
exactement le facteur de phase exp(i(~k0 − ~k) · ~r) qui est le résultat d'une part de
la variation dans l'espace de l'onde incidente et du temps retardé d'autre part (cf.
(2.17)). Du fait de cette compensation, les ondes interfèrent de manière constructive
en ~R. Autrement dit, du point de vue classique, la relation (2.20) correspond à la
ré�exion de Bragg des ondes lumineuses sur un réseau formé par les fronts d'onde
des �uctuations.

D'après (2.19), la fréquence ωd/2π de l'onde di�usée est déplacée par rapport à
celle de l'onde incidente de la quantité ±ω(~q)/2π :

ωd = ω0 − ω(~q). (2.21)

Le spectre de la lumière di�usée contient donc des doublets de pics symétrique-
ment espacés de part et d'autre de la fréquence de la lumière incidente.

Du point de vue de la mécanique quantique, ces doublets représentent l'échange
d'un quantum d'énergie ±~ω(~q) entre le photon incident et la �uctuation. Cela
correspond à l'émission ou à l'absorption d'un phonon (cf. �g. 2.4).

Dans la vision classique du phénomène il faut tenir compte du fait que les fronts
d'onde de la �uctuation se déplacent à la vitesse de phase v = ±ω(~q)/q. Le décalage

4. il arrive qu'une dimension du volume illuminé ne soit plus grande devant λ (dans un matériau opaque
ou dans un �lm mince par exemple), la relation (2.20) n'est alors plus valable.
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Figure 2.4 � Diagramme décrivant le processus de di�usion inélastique de la lumière d'un
point de vue quantique : (a) Emission d'un phonon (processus Stokes) ; (b) absorption d'un
phonon (processus anti-Stokes).

en fréquence a donc pour origine l'e�et Doppler subi par l'onde incidente lors de la
ré�exion de Bragg sur le réseau formé par les fronts d'onde de la �uctuation.

Dans le paragraphe suivant nous présentons le cas particulier de la di�usion
Brillouin par un solide transparent et isotrope.

Di�usion Brillouin par un solide transparent isotrope

Cet exemple permet d'introduire quelques caractéristiques de la di�usion
Brillouin dans un cas simple, celui de la di�usion par un solide transparent et iso-
trope, en évaluant l'intensité Brillouin di�usée.

Dans un tel matériau il y a deux vitesses de propagation des déformations élas-
tiques, la vitesse longitudinale vs et la vitesse transverse vt. La variation de la sus-
ceptibilité diélectrique peut alors être reliée au tenseur des déformations u par la
formule suivante :

δχik ∝ a1uik + a2ullδik, (2.22)

où les indices i, k et l correspondent aux coordonnées cartésiennes. La relation
(2.22) traduit l'in�uence des déformations élastiques sur les propriétés optiques du
matériau. Dans le cas général, χ est un tenseur.

Le tenseur des déformations dépend du vecteur déplacement ~e dé�ni par :

~e = ~e0 exp(i~q.~r), (2.23)
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d'où

uik =
1

2

(
∂ui
∂xk

+
∂uk
∂xi

)
=

1

2
i(e0iqk + e0kqi) exp(i~q.~r). (2.24)

Pour le calcul détaillé de l'intensité di�usée, on pourra se reporter aux réfé-
rences [78] et [79].

D'après [78] elle est obtenue en calculant le carré moyen de l'amplitude du dé-
placement e20 qu'on peut remplacer par l'expression (en considérant que l'énergie
cinétique d'un mode q est égale à kBT ) :

e20 =
4kBT

V ρv2q2
. (2.25)

De ces calculs, il ressort un certain nombre de résultats relatifs aux matériaux
isotropes :

� La lumière di�usée par des phonons transverses est complètement dépolarisée ;
� les phonons transverses polarisés dans le plan de di�usion ne di�usent pas de
lumière ;

� en rétrodi�usion, l'intensité di�usée par les phonons transverses est nulle ;
� la lumière di�usée par les phonons longitudinaux est complètement polarisée.
A titre d'illustration, nous reproduisons également les résultats de ces calculs.
L'intensité di�usée par les phonons transverses tels que ~e ‖ (~k0 × ~k) est

1

I0

(
dI

dΩ

)
∝ a2

1

4λ4
0ρv

2
t

· kBT · cos2 θ

2
. (2.26)

L'intensité di�usée par des phonons longitudinaux c'est-à-dire tels que ~e ⊥ (~k0×
~k) est donnée, dans le cas où ~E et ~E ′ ⊥ (~k0 × ~k), par

1

I0

(
dI

dΩ

)
∝ a2

2

λ4
0ρv

2
l

· kBT ; (2.27)

dans le cas où ~E et ~E ′ ‖ (~k0 × ~k), alors

1

I0

(
dI

dΩ

)
∝ a2

1 cos2 θ
2

+ a2
2 cos2 θ

λ4
0ρv

2
l

· kBT. (2.28)

2.1.4 Di�usion Raman

Di�érences avec la di�usion Brillouin

Nous avons choisi de présenter les bases théoriques de la di�usion inélastique de
la lumière à travers le cas particulier de la di�usion Brillouin, et nous avons montré
que ce sont les �uctuations de susceptibilité induites par les vibrations qui sont à
l'origine du processus de di�usion. Sans prolonger les considérations théoriques, il
est important de préciser la di�érence conceptuelle entre la di�usion Brillouin et la
di�usion Raman, ce que l'expérience ne permet pas toujours d'apprécier (a fortiori
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de la di�usion Brillouin

Figure 2.5 � Schéma de la première zone de Brillouin pour une chaîne linéaire diatomique
montrant la relation de dispersion pour les phonons acoustiques et optiques (le paramètre
de maille est égal à a). Seule la moitié de la zone de Brillouin est représentée, l'autre moitié
pouvant être déduite de la première par symétrie par rapport à l'axe des ordonnées.

quand il s'agit de di�usion Raman dite � basse fréquence � car il y a chevauchement
possible des signaux Brillouin et Raman).

Comme nous l'avons déjà évoqué, la di�usion Brillouin et la di�usion Raman
sont des techniques parentes car elles consistent toutes les deux en une di�usion
inélastique de la lumière visible (au moins dans leur conception classique) par des
modes de vibration. Sur le plan expérimental, elles se distinguent essentiellement
par le pouvoir de résolution des spectromètres utilisés, très élevé dans le cas de la
di�usion Brillouin 5 (les échanges relatifs d'énergie photon/phonon détectés sont de
l'ordre de 10−6) et beaucoup moins élevé dans le cas de la di�usion Raman (∆E/E ∼
10−2−10−3). A la limite, di�usion Raman et di�usion Brillouin peuvent être réalisées
continûment avec un même spectromètre dispersif et une détection monocanale,
comme il est possible de le faire au laboratoire avec le quintuple monochromateur
Z40 (voir 2.2.2).

Au-delà de ces di�érences techniques, les deux types de di�usion se distinguent
surtout par la nature des modes de vibration sondés. Comme nous l'avons vu (2.1.1),
le vecteur d'onde q transféré lors du processus de di�usion inélastique de photons
appartenant au domaine visible est � quasi-nul �, ou en tout cas très petit devant
l'étendue de la première zone de Brillouin (�g. 2.5). Le fait qu'il ne soit pas stric-
tement nul est à l'origine de la di�usion Brillouin à très basse énergie. Faire varier
la norme de q (en changeant la géométrie de l'expérience par exemple) permet de
sonder, certes sur une gamme très restreinte avec les photons du domaine visible, la
grande dispersion des modes acoustiques du système étudié. En première approxi-
mation, l'énergie des modes varie linéairement avec q.

Les modes de vibration sondés par la di�usion Raman sont caractérisés par des
énergies qui, habituellement (cette nuance nécessite d'être soulignée pour le cas

5. à noter que les expériences de di�usion Brillouin requièrent l'utilisation d'un laser monomode.
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précis de nos études), sont d'un facteur 100 à 1000 fois plus élevé que celles des
modes sondés par di�usion Brillouin (voir le tableau 2.1). Dans un solide ce domaine
d'énergie correspond à celui des modes optiques. Ces derniers se di�érencient des
modes acoustiques par le fait qu'ils possèdent une énergie non nulle à q = 0 et que
cette énergie dépend généralement peu, par rapport aux modes acoustiques, de q : ce
sont des modes peu dispersifs (voir �g. 2.5). Pour mieux saisir la nature des modes
optiques, il est intéressant de remarquer que lors du passage d'un cristal de molécules
à la molécule isolée, ces modes � survivent � avec relativement peu de changements.
A titre d'exemple, considérons le cas bien connu des spectres Raman de l'eau solide
(glace hexagonale), de l'eau liquide et de la vapeur d'eau, dans le domaine d'énergie
correspondant au mode d'élongation de la liaison OH (vibration localisée à l'échelle
de la liaison OH de la molécule d'eau). A part une modi�cation de la position et
de la largeur du pic Raman, on constate que le mode de vibration d'élongation OH,
quali�é de mode optique dans l'eau et la glace, apparaît toujours dans une même
gamme de fréquence (3200− 3700 cm−1).

Ce mode dépend essentiellement de la liaison OH et est peu tributaire (au premier
ordre) de l'existence de voisins. Cette comparaison très schématique (nous ne faisons
pas état, à ce stade, des règles de sélection, voir plus bas) permet de comprendre que
les modes optiques sont de nature localisée à l'inverse des modes acoustiques dont
l'existence est conditionnée par la corrélation à longue distance (supramoléculaire)
entre déplacements vibratoires des atomes. Dans le cas des modes optiques, l'énergie
de vibration est localisée au niveau de la molécule, alors que les modes acoustiques
contribuent à la propagation de l'énergie.

Le terme de di�usion Raman est donc habituellement associé à une di�usion
par des modes localisés, alors que la di�usion Brillouin concerne plutôt la di�usion
par les modes propagatifs. Cette nuance a son importance dans le cas particulier
de la di�usion inélastique par les modes de nanoparticules qui constitue le principal
sujet de ce travail. Nous avons en e�et montré dans le chapitre 1 que les modes
propres d'une nanosphère (modes sphéroïdaux et modes torsionnels) dépendent des
paramètres élastiques de la sphère, à partir desquels sont dé�nies les vitesses acous-
tiques longitudinale et transverse. Pour autant, la di�usion inélastique de la lumière
par les modes de nanoparticules s'apparente à une di�usion Raman et non à une
di�usion Brillouin. Bien que dépendant des vitesses acoustiques, les modes de na-
noparticules revêtent avant tout un caractère localisé ou � quasi-optique � du fait
du con�nement des vibrations. Le con�nement provoque la redistribution des modes
acoustiques et génère dans la gamme d'énergie propre à ces modes, des modes aux
caractéristiques proches de celles des modes optiques. Ces modes quasi-optiques sont
analogues aux ondes stationnaires dans une corde résultant de la superposition de
deux ondes planes progressives de vecteurs d'onde identiques et opposés.

Règles de sélection

Dans l'exemple de la vibration OH de la molécule d'eau, nous avons sciemment
omis de commenter la variation d'intensité du pic Raman avec les di�érentes transi-
tions de phase. Comme exprimé par les relations (2.19) ou (2.26) l'intensité Raman
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est proportionnelle au carré de la �uctuation de polarisabilité engendré par le mode
de vibration. Il ne su�t pourtant pas pour qu'un mode soit observable qu'il soit
associé à une �uctuation non nulle de polarisabilité, il faut aussi qu'il soit actif
en spectroscopie Raman. La di�usion Raman répond en e�et à des règles de sé-
lection liées à la parité des fonctions d'onde vibrationnelles. L'analyse des modes
de vibration par la théorie des groupes permet de prévoir l'activité Raman (ou in-
frarouge) d'un mode de vibration donné. L'examen des règles de sélection pour les
di�érents modes de nanoparticules sphériques libres, dans l'hypothèse où leur taille
est inférieure à la longueur d'onde de la lumière (λ � D), conduit aux résultats
suivants [80] :

� les modes torsionnels ne sont pas actifs en Raman,
� parmi les modes sphéroïdaux, seuls les modes l = 0 (sphérique) et l = 2
(quadrupolaire) sont actifs en Raman.

Toutes les études expérimentales Raman réalisées à ce jour con�rment la validité
de ces règles de sélection. Les études récentes menées sur des nanoparticules de plus
grande taille (de l'ordre de quelques centaines de nanomètres) semblent indiquer que
dans ce régime, les restrictions citées plus haut ne sont plus applicables.

2.2 Outils spectroscopiques

2.2.1 L'interféromètre Fabry-Pérot multipassage

Les expériences de di�usion Brillouin (et de Raman très basse fréquence) ont
été réalisées avec un interféromètre Fabry-Pérot multipassage (Tandem FP) [81,
82, 83, 84], appareil développé par J. R. Sandercock. C'est un équipement dont le
laboratoire a fait l'acquisition au mois de juin 2005, au début de ce travail de thèse,
aussi le décrivons-nous relativement en détail dans cette partie.

Le fonctionnement du spectromètre Sandercock repose sur le principe de la cavité
Fabry-Pérot [85, 86].

La cavité Fabry-Pérot

Un interféromètre Fabry-Pérot ou Fabry-Pérot (FP) est constitué de deux miroirs
plans parallèles, espacés d'une distance d variable. Les faces internes des miroirs sont
recouvertes d'un revêtement de très haute ré�ectivité. Les miroirs eux-mêmes sont
légèrement prismatiques a�n d'éviter les ré�exions parasites sur leur faces externe.
Le FP est le lieu d'interférences à N ondes et ne transmet que les longueurs d'onde
λ qui interfèrent de manière constructive. Il s'agit des longueurs d'onde respectant
la condition :

2d = pλ avec p un entier positif. (2.29)

D'après (2.29), la cavité Fabry-Pérot transmet aussi la longueur d'onde λ′ telle
que 2d = (p+ 1)λ′.
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par deux ondes planes correspond à une variation de la différence
de phase entre ces deux ondes égale à 2π, et les directions d’émer-
gence de deux ordres consécutifs après passage sur un réseau cor-
respondent à une variation de la différence de phase entre deux
ondes diffractées par deux traits consécutifs égale aussi à 2π.

C’est sur ce principe que fonctionne localement un hologramme.
À l’enregistrement, deux ondes incidentes, l’onde de référence et
l’onde en provenance de l’objet, que l’on peut admettre localement
planes, faisant un angle i, forment sur le milieu photosensible un
système de franges localement rectilignes, de pas a = λ /i. À la res-
titution, on éclaire ce réseau par l’onde de référence qui donne
dans l’ordre 1 un faisceau qui forme l’angle i avec l’ordre zéro et
dont la direction est celle de l’onde initiale en provenance de
l’objet. Cette onde est donc restituée en tout point de l’espace, en
amplitude et en phase, ce qui justifie le fait que l’onde issue de
l’hologramme dans l’ordre 1 est rigoureusement identique à celle
diffusée par l’objet, laissant l’illusion de la présence de l’objet.

5.3 Interféromètre de Fabry et Perot

C’est pour faire des expériences de cours plus lumineuses qu’un
collègue de Charles Fabry, André Boullouch, eut l’idée de déposer
une couche mince d’argent sur les lames de verre destinées à
observer des anneaux de Newton. En même temps que les
anneaux observés par réflexion devenaient plus lumineux, ce qui
permettait leur projection sur écran, ils s’affinaient.

Charles Fabry reprit ces expériences avec des lames planes en
observant des franges mieux définies, les anneaux à l’infini donnés
par une lame à faces parallèles. Charles Fabry découvrit que le pro-
fil de ces anneaux était décrit par une formule établie longtemps
auparavant par George Biddell Airy pour tenir compte des
réflexions multiples dans l’expérience des anneaux de Newton.
Mais alors qu’Airy avait établi cette formule pour des pouvoirs
réflecteurs faibles, ce qui donne un profil très peu différent d’un
profil sinusoïdal, il ne s’était pas rendu compte lui-même que sa
formule prenait une allure très particulière pour des pouvoirs
réflecteurs proches de l’unité. C’est Fabry qui mit en évidence ce
nouvel aspect de la question.

La formule d’Airy, obtenue en calculant la somme des termes
d’une progression géométrique, est la suivante, en termes d’inten-
sité :

(16)

avec R et T facteurs de réflexion et de transmission
en énergie des lames, 

ϕ = (2πne cos i )/λ déphasage entre deux rayons succes-
s ivement  t ransmis  après  double
réflexion sous l’incidence i dans la lame
d’épaisseur e et d’indice n.

Les variations de l’intensité I avec ϕ sont données par la
figure 16. La différence de phase ϕ étant une fonction linéaire de
cos i, les variations de I en fonction de i rappellent la géométrie des
anneaux de Newton ou celle des anneaux à l’infini de l’interféro-
mètre de Michelson. La géométrie des anneaux à l’infini de l’inter-
féromètre de Fabry et Perot est la même que celle des anneaux à
l’infini de l’interféromètre de Michelson. Seule la finesse des
anneaux diffère (figure 17).

La distance, en termes de différence de phase, entre deux
anneaux consécutifs est ∆ϕ = 2π. La demi-largeur à mi-hauteur
d’un anneau est δϕ /2 telle que :

soit δϕ = 2π /N   tel que  N = πR1/2/(1 – R ).

C’est la finesse introduite par Charles Fabry pour caractériser ces
interférences à ondes multiples. Ce terme est un des rares de la
langue française à être entré dans le vocabulaire scientifique inter-
national. Le tableau 1 donne quelques valeurs de la finesse pour
des valeurs de R proches de l’unité. Ces valeurs sont approchées,
car pour exprimer la finesse nous avons développé sin2 ϕ /2 en
ϕ2/4, ce qui suppose que la finesse est suffisante pour que la valeur
I = I0 /2 soit obtenue pour des valeurs de ϕ petites devant 1 rad.
Une expression plus exacte peut être obtenue en étudiant la fonc-
tion de transfert de l’interféromètre comme la transformée de Fou-
rier de sa réponse impulsionnelle. On trouve alors une tout autre
expression de la finesse :

N = π /(ln R )

Comme on peut le vérifier sur le tableau 2, ces expressions algé-
briques, quoique très différentes, donnent des valeurs très voisines
de N.

(0)

I I0
T 2

1 R–( )2
----------------------- 1

1
4R

1 R–( )2
----------------------- sin2ϕ /2+

------------------------------------------------------------=

4R
1 R–( )2

------------------------ sin2 δϕ /4 1=

Figure 16 – Interféromètre de Fabry et Perot.
Interférences à ondes multiples à l’infini

Figure 17 – Anneaux à l’infini de l’interféromètre de Fabry et Perot. 
Les anneaux sont fins mais on analyse ici la structure de la radiation verte 

d’une lampe à mercure basse pression. On aperçoit trois composantes 

monochromatiques et un paquet de composantes non résolues

(document Institut d’optique)

Tableau 2 – Finesse et pouvoir réflecteur 

R   0,5   0,6 0,7   0,8   0,9   0,95     0,99 1

πR1/2/(1 – R) 4,44 6,08 8,76 14,05 29,80 61,24 312,58 ∞

π /(lnR) 4,53 6,15 8,81 14,08 29,82 61,25 312,59 ∞

ϕ/2π
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Figure 2.6 � Spectre de transmission d'une cavité Fabry-Pérot.

En faisant varier l'espacement d entre les miroirs il est par ailleurs possible de
balayer un certain intervalle de longueur d'onde ou de fréquence. Pour deux espace-
ments di�érents d1 et d2 par exemple, on peut écrire ces deux relations : 2d1 = p1λ1

et 2d2 = p2λ2. Mais rien n'empêche que λ1 = λ2 à condition que d1
d2

= p1
p2
. C'est le

problème du recouvrement des ordres pour un FP unique. Il rend di�cile l'identi�-
cation à coup sûr d'une raie.

La fonction de transmission du FP est une fonction d'Airy, calculée en prenant
en compte la contribution de la ré�exion et la transmission pour chacune des N
ondes, et est égale à

IT =
Imax

1 +M sin2(ϕ/2)
, (2.30)

avec Imax = I0 · T 2/(1 − R2), T et R respectivement la transmittivité et la
ré�ectivité des miroirs, et I0 l'intensité de l'onde incidente,

avec M = 4R/(1−R2),
et avec ϕ = 4πd/λ, ϕ étant le déphasage après un aller-retour dans la cavité

pour une onde incidente se propageant selon la normale de l'axe du FP.
La �gure 2.6 représente le spectre de transmission d'un FP en fonction du dé-

phasage. Deux grandeurs caractérisent ce spectre :
� δϕ est la largeur à mi-hauteur d'une frange et correspond à la résolution.
� ∆ν est l'intervalle spectral libre (ISL). C'est l'intervalle en fréquence séparant
deux ordres de transmission successifs.

D'après (2.29), 2d = pλ = pc/ν.
Donc ∆ν = ∆p.c/2d avec ∆p = 1. D'où

∆ν =
c

2d
. (2.31)

Ces deux grandeurs nous permettent d'introduire à leur tour deux paramètres
décrivant les performances d'un FP : la �nesse et le contraste.

La �nesse est le rapport de la séparation de deux franges adjacentes sur la réso-
lution : F = 2π/δϕ.

Il est assez facile de calculer δϕ, la largeur à mi-hauteur d'une frange. Pour une
frange d'ordre p, les points où l'intensité est égale à la moitié de l'intensité maximum
véri�ent :
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ϕ = 2pπ ± δϕ

2
. (2.32)

Et d'après (2.30), et pour M su�samment grand

IT =
Imax

2
⇒M sin2 δϕ

4
= 1⇒ sin

δϕ

4
=

1−R
2
√
R
∼ δϕ

4

.
Donc

F =
2π

δϕ
=

π
√
R

1−R =
π
√
M

2
. (2.33)

La �nesse dépend donc uniquement de la qualité des miroirs du FP. Plus la �nesse
est grande, plus les franges sont �nes. Ce paramètre traduit aussi le fait qu'il est
possible d'augmenter l'intervalle spectral libre, mais au détriment de la résolution.

En e�et, d'après (2.31), ϕ = 4πd/λ = 2πν/∆ν donc δϕ = 2πδν/∆ν avec δν la
résolution en termes de fréquence. Finalement, on peut écrire la �nesse F sous la
forme : F = ∆ν/δν.

Le contraste C est le rapport de l'intensité maximum transmise sur l'intensité
minimum transmise.

C =
Imax
Imin

=

(
(1 +R)

(1−R)

)2

= 1 +
4F2

π2
. (2.34)

Principe du Tandem Fabry-Pérot

Le problème de la superposition des ordres supérieurs pour un Fabry-Pérot (FP)
unique fait que l'interprétation sans ambiguïté d'un spectre est di�cile. De plus,
un FP unique ne permet pas de faire des mesures avec un contraste su�sant pour
observer les signaux Brillouin très peu intenses au voisinage de la raie élastique en
revanche très lumineuse. Ces problèmes peuvent être résolus par l'utilisation de deux
FP en tandem. Dans ce dispositif, FP1 et FP2 sont couplés de manière à ce que la
variation ∆d de l'espacement des miroirs d1 et d2 dans chacune des cavités obéisse
à chaque instant à la relation :

∆d1

∆d2

=
d1

d2

= p1/p2. (2.35)

La fonction de transmission totale It résultant du passage successif de la lu-
mière dans FP1 et FP2 est égale à It = I1.I2 le produit des fonctions de transmis-
sion de FP1 et FP2. Il y a coïncidence des deux cavités pour la longueur d'onde
λ = 2d1/p1 = 2d2/p2 ; en revanche les ordres voisins s'ils ne disparaissent pas com-
plètement (la fonction de transmission d'un interféromètre n'étant jamais rigoureu-
sement nulle), ne subsistent qu'à l'état de signaux très peu intenses, les ghosts. Les
fonctions de transmission de FP1 et FP2 ne coïncident à nouveau que pour plusieurs
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Figure 2.7 � Fonction de transmission It du spectromètre tandem Fabry-Pérot (3 + 3
passages) d'après [8].

fois l'intervalle spectral libre (ISL) de FP1 : l'ISL du tandem est donc beaucoup plus
grand que celui d'un interféromètre unique, pour une résolution δλ identique. En
pratique, on se limite à 2 ou 3 fois l'ISL d'un FP unique [87].

Pour que l'intensité des ghosts ne soit pas trop grande, le rapport d2/d1 doit être
tel que la �nesse F pour un interféromètre obéisse à la relation : F > d1/(d1 − d2).
D'après l'équation (2.33), et sachant que R = 0.97 pour un FP, F ≈ 80. Une valeur
adaptée du rapport d2/d1 est 0.95.

Dans le tandem Fabry-Pérot la lumière analysée fait en tout 3 passages dans
chaque cavité. La fonction de transmission totale de l'appareil est donc théorique-
ment égale à It = I3

1 .I
3
2 . La �gure 2.7 montre que les ordres successifs de transmission

de l'appareil sont fortement atténués (d'un facteur compris entre 10−6 et 10−11) jus-
qu'au 20�ème ordre qui a une amplitude comparable à celle de l'ordre 0.

Description du Tandem Fabry-Pérot

Les axes des deux FP disposés en série sont inclinés d'un angle ϑ l'un par rapport
à l'autre. Deux des miroirs de chaque FP sont montés sur la même plate-forme. Cette
plate-forme repose sur un parallélogramme déformable lui-même �xé sur une platine
de translation. Un des deux miroirs de chaque FP est �xé sur trois céramiques pié-
zoélectriques qui contrôlent le parallélisme de chaque FP. En appliquant une tension
à chacune de ces céramiques piézoélectriques, il est possible de régler l'orientation
des miroirs par rapport à leurs axes verticaux et horizontaux a�n d'avoir un paral-
lélisme entre les miroirs meilleur que λ/100. En appliquant une tension constante
d'o�set aux céramiques de FP2, on peut faire varier son espacement de quelques
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longueurs d'onde. On peut ainsi synchroniser les deux FP pour qu'ils soient en réso-
nance à la même fréquence. Au cours d'une mesure, un boîtier électronique asservit
les céramiques piézoélectriques et permet de réguler par une boucle de rétroaction
l'orientation et l'écart relatif des deux FP.

Entrainé par une vis micrométrique, la platine de translation est utilisée pour
les déplacements de grande amplitude et permet de régler l'espacement entre les
miroirs.

Le balayage (ou scan) est e�ectué en déformant de manière périodique le paral-
lélogramme par l'intermédiaire d'une céramique piézoélectrique. Un détecteur capa-
citif qui mesure l'espacement entre les miroirs permet de contrôler dynamiquement
cette céramique. Ce système garantit à la fois l'excellent maintien de l'espacement
des miroirs au cours d'un scan, mais aussi la linéarité du scan et la bonne indé-
pendance du système tout entier vis-à-vis des variations de température puisque les
deux FP partagent le même environnement. A tout moment au cours d'un scan, la
relation (2.35) est bien véri�ée avec d1/d2 = 1/ cosϑ où ϑ est tel que cosϑ = 0.95
i.e. ϑ ≈ 18◦.

Le contraste d'un seul FP (∼ 103) ne permet pas d'observer les signaux inélas-
tiques dont l'amplitude est très faible. Le gros avantage du Tandem FP tient au fait
que la lumière e�ectue trois allers-retours à travers le tandem donc (3 + 3) passages
en tout. Si C1 est le contraste d'un seul FP, le contraste C de l'appareil est égal
à C6

1 . Théoriquement (cf. relation (2.34)), le contraste est donc supérieur à 1018.
La détermination expérimentale [88] du contraste e�ectif du dispositif montre que
C > 1010. De plus, en élevant à la puissance sixième la fonction de transmission d'un
seul interféromètre 6, on rend la fonction de transmission de l'appareil extrêmement
�ne. Le contraste et la résolution très élevés du Tandem FP en font donc un appareil
très adapté à la mesure d'excitations de faible intensité très près de la raie élastique.

Le système complet multipassage comporte un nombre minimum d'éléments op-
tiques : miroirs, prismes, lentilles etc... a�n d'avoir l'appareil le plus lumineux pos-
sible (cf. �g. 2.8).

Le Tandem FP doit en plus être isolé des vibrations extérieures. Les vibrations
dans les constructions, dont la fréquence est de l'ordre de la dizaine de GHz, peuvent
être à l'origine de distorsions dans l'interféromètre rendant impossible son utilisation.
Le dispositif comprenant les deux interféromètres couplés est monté sur un module
anti-vibration dynamique qui l'isole complètement de ces vibrations. Une boîte isole
le Tandem FP des ondes acoustiques à plus hautes fréquences qui peuvent aussi
perturber le fonctionnement de l'appareil. L'ensemble, comprenant le Tandem FP
et le montage optique qui permet l'illumination de l'échantillon et la collection de
la lumière di�usée, est à son tour �xé sur table optique.

Le Montage expérimental

La �gure 2.8 décrit le montage expérimental comprenant une source laser, l'op-
tique d'illumination et de collection de la lumière, l'interféromètre Fabry-Pérot

6. Théoriquement, It = (I1.I3)
3.
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Figure 2.8 � Montage expérimental.

multipassage (Tandem FP) et la chaîne d'acquisition.
Les sources laser sont de deux types :
� un laser à gaz (Argon) accordable principalement utilisé avec la radiation verte
à 514.5nm et plus rarement avec les radiations bleues à 488nm et 476.5nm.
Ce laser à gaz est équipé d'un étalon Fabry-Pérot permettant la sélection d'un
seul mode du laser ;

� un laser YAG à 532nm.
La source laser forme un faisceau monochromatique dont une petite partie (quelques
%) est prélevée par une lame transparente (LSa) et constitue le faisceau de référence.
L'objectif La focalise le faisceau principal sur l'échantillon. Une lame séparatrice
(LSb) permet de passer simplement de la con�guration � standard � en rétrodi�usion
(con�guration la plus utilisée) à la con�guration à 90°.

En rétrodi�usion, c'est ce même objectif photo qui collecte la lumière di�usée par
l'échantillon et forme avec une deuxième lentille (Lb) un doublet afocal. Lb focalise la
lumière di�usée sur le trou d'entrée P1 du Tandem FP. Un système de deux miroirs
permet de compenser toute di�érence de hauteur et/ou de direction entre le faisceau
entrant et le trou d'entrée de l'appareil.

A l'intérieur de l'appareil, après ré�exion sur le miroir M1, la lentille L1 trans-
forme la lumière focalisée sur le trou d'entrée du Tandem FP en un faisceau parallèle
qui passe trois fois (grâce au jeu de miroirs M2, M3, M4 et M5 et au prisme Pr1)
à travers les deux FP en tandem. La lumière est �ltrée spatialement par plusieurs
diaphragmes (A1, A2 et A3). Le schéma de A1 montre les di�érents passages (1, 2 et
3) du faisceau. Le prisme Pr2 dévie ensuite la lumière qui est focalisée par le système
(M6, L2) sur le trou de sortie P2 et le détecteur. Les diamètres des trous d'entrée et
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de sortie du spectromètre sont ajustables (respectivement de 150 à 1000µm et de 200
à 1300µm). De cette manière, on peut s'assurer de l'adéquation entre les diamètres
des trous d'entrée et de sortie et la résolution du tandem dictée par l'espacement des
cavités. Le détecteur est une photodiode Si à avalanche (SPCM-AQR, Perkin El-
mer) très sensible dont le domaine de détection est compris entre 400nm à 1060nm.
La température du détecteur est contrôlée et régulée par thermoélectriquement. Le
bruit (que nous avons mesuré) est inférieur à 1 cps/s/canal. Le détecteur est relié à
un ordinateur faisant o�ce d'analyseur multicanal par le biais du programme Ghost
qui permet l'acquisition et la visualisation des spectres.

Le tableau 2.2 résume les caractéristiques du montage expérimental.

Longueurs d'onde utilisées
Ar 514.5nm, 488nm
YAG 532nm

Puissance laser sur l'échantillon ∼ 1mW à plus de 100mW
Finesse > 100
Contraste > 1010

Domaine de ν < 1GHz à 600GHz
jusqu'à 2THz [88]

Domaine de q (n = 1, 55, cristal de STMV)
YAG à 90◦ 2, 6 · 10−2 nm−1

Ar en rétrodi�usion 4 · 10−2 nm−1

Table 2.2 � Paramètres expérimentaux du montage utilisant le tandem Fabry-Pérot.

2.2.2 Quintuple monochromateur

Le quintuple monochromateur Z40 est un prototype élaboré par Dilor pour l'ob-
servation des signaux très basses fréquences proches de la raie élastique. Il utilise
le principe de dispersion de la lumière par un réseau. Le coeur du dispositif est
donc le système dispersif constitué de cinq réseaux (les monochromateurs) de 1800
traits/mm placés sur un même axe de rotation. Des fentes d'entrée et de sortie,
ainsi que des fentes intermédiaires entre chaque réseau, �ltrent la lumière parasite
(due aux ré�exions multiples et aux ordres supérieurs) et déterminent la résolution
de l'appareil. Des miroirs paraboliques de focale 80 cm disposés entre chaque réseau
permettent le passage et la ré�exion de la lumière di�usée sur chacun des réseaux
(�gure 2.9). La lumière di�usée est en�n collectée par un photomultiplicateur (PM)
refroidi par e�et Peltier. La rotation pas à pas des réseaux est commandée par un
ordinateur qui permet en outre l'a�chage des spectres en temps réel par l'intermé-
diaire d'une carte d'acquisition.

Les caractéristiques du quintuple monochromateur sont résumées dans le tableau
2.3.

Il est plus simple de juger des performances respectives des deux appareils (quin-
tuple monochromateur et tandem Fabry-Pérot) en comparant des spectres faits sur
un même échantillon.
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Figure 2.9 � Schéma du quintuple monochromateur Z40 [2].

Pouvoir de résolution 8.1 · 105

Dispersion 0.14nm/mm
Pas le plus petit 0.1 cm−1 en mode séquentiel

< 0.1 cm−1 en mode continu

Table 2.3 � Paramètres du spectromètre Z40.

2.2.3 Applications aux nano-objets et comparaison des deux appareils

Depuis plusieurs années le spectromètre Fabry-Pérot est détourné de sa fonction
première qui est d'observer les modes acoustiques dans les matériaux [29, 30] et est
utilisé a�n d'étudier l'interaction de la lumière avec les ondes acoustiques dans des
milieux inhomogènes : dans des suspensions de colloïdes � durs � (billes de PMMA
(polyméthylméthacrylate) [89], billes de PMMA et sphères de silice [74]), � mous �
(micelles de polymères [90]), dans des systèmes lamellaires de polymères [91], dans
des opales synthétiques (assemblées de sphères de silice [75, 76], de billes de poly-
styrène [92, 9]), des cristaux colloïdaux binaires [93] et même sur une nanosphère
de silice isolée [94]. La �gure 2.10 montre l'exemple des spectres Brillouin d'opales.

Pour notre part nous avons utilisé le tandem Fabry-Pérot pour caractériser des
échantillons de verres contenant des nanoparticules d'or (voir à ce sujet le chapitre
suivant). Ce type de mesures était auparavant e�ectué au laboratoire (et continue
à l'être) avec le spectromètre Z40. A titre comparatif, la �gure 2.11 présente deux
spectres e�ectués sur le même échantillon dans les mêmes conditions avec le quin-
tuple monochromateur et le tandem Fabry-Pérot.

Le tandem Fabry-Pérot se distingue du quintuple monochromateur Z40 par :
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ν (GHz) ν (GHz)

Figure 2.10 � Spectres Brillouin (ou Raman basse fréquence) d'opales formées de billes de
polystyrène [9]. Images (vue du dessus) par microscopie à balayage des opales déshydratées
(a) et hydratées (b). Le diamètre des particules est de 256nm et la barre d'échelle est égale
200nm. (c) Spectre Brillouin des opales déshydratées. Les di�érents pics correspondent
aux modes de vibration des billes de polystyrène. (d) Spectres Brillouin et �ts à deux
lorentziennes pour les opales hydratées à di�érents vecteurs d'onde q (de bas en haut,
valeurs de q croissantes comprises entre 1.44 · 10−2 nm et 1.60 · 10−2 nm).
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Figure 2.11 � Spectres Raman basse fréquence d'un échantillon de verre Saint-Louis dopé
à l'or. En bleu, spectre enregistré avec le tandem Fabry-Pérot (λ = 532nm) ; en rouge,
spectre enregistré avec le quintuple monochromateur Z40 (λ = 514.5nm). Les lignes poin-
tillées �gurent la position du pied de la raie élastique.

� une meilleure résolution ;
� un taux de réjection de la raie élastique plus élevé permettant de faire des
mesures extrêmement près de la raie élastique.

Le quintuple monochromateur présente les avantages suivants :
� un domaine d'investigation en fréquence beaucoup plus grand, des très basses
fréquences aux fréquences Raman usuelles ;

� la possibilité d'utiliser une gamme de longueurs d'onde excitatrices plus éten-
due (tout le domaine visible), celle-ci étant limitée par la réponse des réseaux
et du détecteur. Ce domaine se limite à des longueurs d'onde comprises entre
le bleu et le vert avec le tandem Fabry-Pérot 7.

7. Au-delà, il faudrait changer les miroirs des cavités Fabry-Pérot dont le revêtement est adapté à une
gamme restreinte de longueurs d'onde.
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Chapitre 3

Application à l'étude de
nanoparticules métalliques

Dans cette partie sont décrites les expériences que nous avons e�ectuées sur
des verres dopés par des poudres métalliques (verres de la cristallerie Saint-Louis
en Alsace). Au départ incolores, ces verres prennent une coloration caractéristique
du métal incorporé lorsqu'ils sont recuits. Cette technique de coloration des verres,
connue depuis l'époque de l'Empire Romain est encore employée de nos jours, pas
seulement dans un but décoratif ou dans la fabrication de bijoux, mais également
dans des domaines aussi pointus que la nanophotonique. Le recuit provoque en
e�et la formation de nanoparticules métalliques dans la matrice vitreuse. L'absorp-
tion à l'origine de la coloration est due à l'excitation du plasmon de surface des
nanoparticules, qui est une oscillation collective des électrons de conduction de la
nanoparticule. Ce phénomène est une conséquence du con�nement. La fréquence
de la résonance du plasmon de surface dépend évidemment de la nature du métal,
mais également de la forme, la taille et la nature de la matrice des nanoparticules
(notamment à travers l'indice optique). La maîtrise de ces paramètres ouvre donc
la voie à la synthèse de matériaux aux propriétés optiques remarquables.

L'objectif principal de ce chapitre est de montrer la contribution non négligeable
du tandem Fabry-Pérot (cf. 2.2.1) dans l'étude des modes de vibrations basse fré-
quence de nanoparticules métalliques, en particulier par l'apport d'une meilleure
résolution dans les mesures. Leur observation est grandement facilitée par l'exis-
tence d'un couplage entre les modes de vibration et le plasmon de surface (Raman
Résonnant), qui conduit à une exaltation de la lumière di�usée par ces modes de
vibrations.

Les premières observations de modes propres de nano-objets ont été e�ectuées
par Duval et al. sur des échantillons présentant des similitudes avec les échantillons
que nous étudions : des microcristallites de spinelle dans une matrice de verre dont
la nucléation et la croissance avaient été au préalable induites par un traitement
thermique [42]. Ces premières observations ont con�rmé la prédiction théorique selon
laquelle les fréquences des modes propres de vibration d'une sphère de rayon R
suivent une loi en 1/R [35]. Les modes propres de vibration ont été par la suite
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3. Etude de nanoparticules métalliques

détectés dans des systèmes très di�érents :

� des nanoparticules métalliques (argent, or [95, 96, 97, 98, 2, 99]) et bimétal-
liques (or-argent [100], nickel-argent [38], cuivre-argent [101]) dans des matrices
diverses (silice, alumine poreuse etc...) ;

� des nanoparticules de semi-conducteurs Cd(S,Se) [102, 26, 41, 103] ;
� des nanoparticules d'oxydes (TiO2) [104] ;
� des supra-cristaux de nanoparticules d'argent [105, 106] ;
� des suspensions de colloïdes � durs � (billes de PMMA, polyméthylméthacry-
late [89], billes de PMMA et sphères de silice [74]), � mous � (micelles de
polymères [90]) et une nanosphère de silice isolée [94] ;

� des opales synthétiques (assemblées de sphères de silice [75, 76], de billes de
polystyrène [92]) ;

� des aérogels [107] etc...

Ce travail est le fruit d'une collaboration entre notre équipe et Serge Etienne du
Laboratoire de Physique de Matériaux (UMR CNRS 7556) de l'Ecole des Mines de
Nancy.

3.1 Échantillons

Les échantillons étudiés sont des verres de silice et de plomb dont la composition
est donnée pour mémoire dans le tableau 3.1. Ils se présentent sous la forme de
lames carrées de verre d'environ 1 cm de côté et quelques mm d'épaisseur. Nous
avons principalement étudié des verres dopés à l'or mais des expériences sur des
verres dopés à l'or et l'argent sont également en cours.

L'incorporation de l'or dans le verre se fait schématiquement de la manière sui-
vante : des feuilles d'or sont dissoutes dans l'eau régale (2 − 3 volumes d'acide
chlorhydrique pour un volume d'acide nitrique). L'or forme avec le chlore un sel,
AuCl �4 , dans lequel il se trouve sous forme oxydée. Le sel d'or est ensuite mélangé
(en quantités in�mes, cf. tab. 3.1) à du sable. A ce mélange homogène sont ajoutés
les autres constituants du verre (potasse, soude, antimoine etc...). Le tout est en-
suite fondu et le verre obtenu est incolore. Dans le mélange fondu, la réaction de
réduction de l'or par l'étain a lieu : 2Au+3 + 3Sn+2 =⇒ 2Au + 3Sn+4 . Dans le verre
incolore de départ, il y a donc déjà avant tout processus de recuit de l'or sous forme
atomique.
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% massique
SiO2 53.000
PbO 30.000
K2O 12.000
Na2O 2.000
Sb2O5 1.800
As2O3 1.000
SnO2 0.200
TiO2 0.100
Al2O3 0.020
Cl 0.006
Fe2O3 0.005
CaO 0.003
Au 0.033

Table 3.1 � Composition massique du
verre Saint-Louis.

Figure 3.1 � Echantillons de verre dopé
à l'or (de haut en bas, du moins recuit
au plus recuit).

Les échantillons subissent ensuite des traitements thermiques de durées crois-
santes (1, 2, 4, 8, 16, 32 et 64h) à trois températures di�érentes, 455 °C, 470 °C
et 490 °C, c'est-à-dire en-dessous, légèrement au-dessus et franchement au-dessus
de la température de transition vitreuse (Tg). Après le recuit, et malgré le pour-
centage massique très faible en or, les échantillons prennent une teinte rouge rubis
caractéristique de l'absorption du plasmon de surface des nanoparticules d'or.

La coloration est plus ou moins prononcée selon la durée du traitement ther-
mique (cf. �g. 3.1). Une caractérisation préalable des échantillons a donc consisté
à mesurer leur absorption. Les mesures d'absorption 1 permettent de caractériser
les nanoparticules à travers les propriétés du plasmon de surface : la position, l'in-
tensité et la largeur. Des observations par microscopie électronique en transmission
ont également été e�ectuées. Elles complètent la caractérisation optique en donnant
accès dans une certaine mesure à la morphologie des nanoparticules, leur qualité
cristalline et leur distribution en taille.

3.2 Les mesures d'absorption

Avant de présenter les résultats des mesures, nous décrivons brièvement les prin-
cipes physiques régissant l'absorption de la lumière par les nanoparticules métal-
liques.

1. en toute rigueur, il s'agit de mesures d'extinction résultant de l'absorption et de la di�usion par les
nanoparticules, mais le terme de di�usion est négligeable dans le cas de très petites particules.
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3.2.1 Origine physique du plasmon de surface

Le modèle de Drude décrit la réponse optique d'un métal comme étant due à
ses électrons de conduction [108]. Schématiquement, ce modèle assimile le métal à
un réseau d'ions baigné par un nuage d'électrons de conduction libres (modèle du
jellium). Dans ce cas, la fonction diélectrique du métal est égale à

εmassif (ω) = ε∞ −
ω2
p

ω2 + iωΓ∞
, (3.1)

avec

� ωp la pulsation plasma du métal, ωp =

√
nee2

meε0
, ne la densité des électrons de

conduction dans le métal, me leur masse e�ective (cf. tab. 3.2),
� Γ∞ un terme de relaxation (ou fréquence de relaxation) dû � dans le métal
massif � aux interactions électrons-phonons, électrons-électrons, aux interac-
tions des électrons avec des défauts...

Γ∞ s'interprète comme l'inverse du temps de relaxation τ , qui est le temps moyen
entre deux collisions.

τ =
l∞
vF

donc Γ∞ =
vF
l∞

(3.2)

où l∞ est le libre parcours moyen des électrons dans le métal et vF la vitesse de
Fermi (en gros, la vitesse des électrons de conduction, cf. tab. 3.2).

Dans le cadre de la théorie de Mie sur l'interaction de sphères métalliques [108]
avec la lumière et plus précisément dans le cadre plus restreint de l'approximation
dipolaire (ou quasistatique), c'est-à-dire dans le cas où le diamètre D des nano-
particules est très petit devant la longueur d'onde d'excitation λ, on peut d'une
part négliger les e�ets du retard temporel et d'autre part considérer que le champ
électrique est uniforme dans la sphère. L'absorption due aux nanoparticules peut
être formulée de la manière suivante, à partir de la fonction diélectrique complexe
des nanoparticules ε = ε1 + iε2 et de εm la fonction diélectrique 2 de la matrice
vitreuse [22] :

A = Ce
18πn3

m

λ

ε2
(ε1 + 2εm)2 + ε22

, (3.3)

avec e, l'épaisseur de l'échantillon et C une constante.
D'après l'équation (3.3) le spectre d'absorption possède une résonance marquée

pour ε1 = −2εm (à condition que ε2 soit faible) à la pulsation plasmon de surface
ωps. Dans le cadre du modèle de Drude,

ωps =
ωp√

2εm + 1
(3.4)

2. εm = n2
m, dans la mesure où on peut négliger la partie imaginaire εm, nm étant l'indice de réfraction

de la matrice de la vitreuse.
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me/m0 ne vF l∞ ~ωp ~ωib ~ωps
(1028m−3) (106m.s−1) (nm) (eV ) (eV ) (eV )

Na 1 2.65 1.07 34 5.95 − 3.23
Au 1.01 5.90 1.40 42 9.01 2.3 2.45
Ag 1.03 5.86 1.39 55 8.98 3.9 3.50

Table 3.2 � Valeurs de la masse e�ective de l'électron me (normalisée par la masse de
l'électron libre m0), de la densité électronique ne, de la vitesse de Fermi vF , du libre
parcours moyen des électrons l∞, de l'énergie du plasmon de volume ~ωp, du seuil des
transitions interbandes et du plasmon de surface ~ωps dans le vide pour deux métaux
nobles l'or et l'argent, et un alcalin, le sodium (d'après [20]).

Le modèle de Drude se révèle insu�sant pour décrire les propriétés optiques
des métaux nobles 3 (or, argent, platine, cuivre...). La première bande de valence
(bande des électrons d) des métaux nobles est située juste en dessous de la bande de
conduction et des transitions interbandes entre ces niveaux de c÷ur peu profonds
et des niveaux de la bande de conduction, assistées par l'absorption de photons du
domaine visible (transitions optiques), sont donc possibles. Il existe une énergie seuil
~ωib pour ces transitions. On tient compte de la contribution des électrons de c÷ur
en ajoutant un terme à l'expression de la fonction diélectrique de l'or donnée par le
modèle de Drude. La pulsation plasmon de surface est alors égale à

ωps =
ωp√

2εm + ε1d
(3.5)

où ε1d est la partie réelle de la composante interbande de la fonction diélectrique.

3.2.2 Résultats

Les expériences de spectrophotométrie d'absorption ont été e�ectuées à tem-
pérature ambiante avec un spectrophotomètre Perkin-Elmer Lamda 900 à double
faisceau, dans un domaine de longueurs d'onde s'étalant du visible à l'UV proche.

Le spectrophotomètre a été utilisé en mode transmission. Dans ce mode de fonc-
tionnement, l'appareil compare l'intensité de l'onde incidente I0(λ) à l'intensité de
l'onde transmise I(λ). A partir de la source de lumière polychromatique un mono-
chromateur sélectionne la longueur d'onde λ qui est envoyée sur l'échantillon et sert
en même temps de référence (d'où le double faisceau). Les spectres e�ectués ont
pour référence l'air.

La grandeur directement mesurée est l'absorbance A, ou densité optique (DO)
(cf. (3.3)) dé�nie par

A = log
I0(λ)

I(λ)
= − log(T (λ)), (3.6)

3. mais explique très bien le comportement des alcalins comme le sodium par exemple.
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Figure 3.2 � Spectres d'absorption des verres Saint-Louis dopés à l'or (recuits à 455°C)
pour des durées de recuit s'échelonnant entre 2h et 64h. L'encart montre l'évolution de la
position du maximum d'absorption avec la durée du recuit.

avec T (λ) =
I(λ)

I0(λ)
, la transmittance.

Les �gures 3.2, 3.3 et 3.4 représentent les spectres obtenus pour les di�érentes
séries à 455 °C, 470 °C et 490 °C. La couleur rouge des échantillons est due à la
présence d'une bande d'absorption très intense dans le vert (autour de 510−530nm),
correspondant à la résonance plasmon de surface.

Une des particularités des échantillons étudiés est, comme le montrent les �gures
3.2, 3.3 et 3.4, la faible largeur de la résonance par rapport à des systèmes similaires
(nanoparticules de taille semblable synthétisées par d'autres méthodes [98, 2]). La
�gure 3.5 permet de comparer les spectres d'absorption de di�érents échantillons :

� celui de notre échantillon recuit pendant 64h à 470 °C
� celui d'un échantillon de nanoparticules d'or dans une matrice de silice [2]
� celui d'une particule unique d'environ 100nm de diamètre
� le spectre d'absorption calculé à partir de l'expression (3.3) (les paramètres
utilisés sont obtenus à partir du modèle de Drude corrigé par le terme des
transitions interbandes).

On voit donc que la largeur de la résonance est comparable à celle d'une particule
unique et se rapproche même de celle prévue par la théorie. Une telle �nesse suggère
que la distribution en taille des nanoparticules d'or dans les verres Saint-Louis est
étroite (voir �gure 3.8).

Les spectres d'absorption montrent également l'in�uence du recuit sur la position
de cette bande d'absorption. Pour toutes les températures de recuit, on observe la
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Figure 3.3 � Spectres d'absorption des verres Saint-Louis dopés à l'or (recuits à 470°C)
pour des durées de recuit s'échelonnant entre 1h et 64h. L'encart montre l'évolution de la
position du maximum d'absorption avec la durée du recuit.
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Figure 3.4 � Spectres d'absorption des verres Saint-Louis dopés à l'or (recuits à 490°C)
pour des durées de recuit s'échelonnant entre 1h et 64h. L'encart montre l'évolution de la
position du maximum d'absorption avec la durée du recuit.
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3. Etude de nanoparticules métalliques
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Figure 3.5 � Spectre d'absorption de l'échantillon recuit pendant 64h à 470 °C (◦). Les
(4) représentent le spectre d'absorption d'une particule d'or unique d'environ 100nm de
diamètre [10]. En traits pleins le spectre calculé dans l'approximation dipolaire. Dans
l'encart d'après la référence [2], les spectres d'absorption d'un échantillon de nanoparticules
d'or dans une matrice de silice recuit à 800 °C (traits pleins) et à 1000 °C (pointillés).

même tendance, c'est-à-dire dans un premier temps un déplacement vers les grandes
longueurs d'ondes (red-shift) du maximum de la bande d'absorption. Les valeurs
de ces déplacements sont comparables pour les trois séries d'échantillons : environ
20nm, de 510 à 530nm. Dans un deuxième temps, pour des durées plus longues de
recuit, d'autant plus longues que la température de recuit est faible, le maximum
de la bande d'absorption se déplace très légèrement en sens inverse.

L'in�uence du recuit ne se limite pas au déplacement du maximum de la bande
d'absorption. Avec le recuit, la largeur de la bande d'absorption diminue et de ma-
nière concomitante la DO augmente fortement autour du maximum de la bande
d'absorption.

On verra dans la suite (mesures Raman) que le recuit s'accompagne d'une aug-
mentation de taille des nanoparticules. Peut-on corréler les modi�cations de position
et de largeur de la résonance plasmon de surface avec l'évolution de taille des nano-
particules ?

3.2.3 In�uence du recuit sur la position de la résonance

Il est assez délicat d'expliquer le déplacement du maximum de la bande d'ab-
sorption. Il est le résultat d'e�ets très di�érents qui jouent souvent en sens contraire,
et éventuellement s'annulent mutuellement [22]. Néanmoins deux e�ets peuvent ex-
pliquer la tendance observée :

� la modi�cation de la constante diélectrique de la matrice localement au voisi-
nage de la nanoparticule consécutivement au recuit,
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� l'augmentation de taille des nanoparticules.
Le recuit s'accompagne d'un réarrangement structural à l'interface de la nano-

particule et de la matrice, contribuant à résorber les lacunes pouvant exister entre
les deux. Très schématiquement, cela peut s'interpréter de la façon suivante : suppo-
sons qu'avant le recuit, la nanoparticule ne soit pas solidaire de la matrice mais soit
plutôt dans une petite poche de vide (lacune). Le recuit provoque, par l'augmenta-
tion concomitante de la taille de la nanoparticule, la disparition de cette lacune et
la nanoparticule se retrouve attachée solidairement à la matrice. L'indice de réfrac-
tion vu par la particule (ou plus précisément la constante diélectrique locale) passe
donc de 1 (dans le vide) à nm (∼ 1.59). L'indice de réfraction de la matrice est au
dénominateur dans l'expression de la résonance plasmon de surface(cf. les équations
(3.4) et (3.5)). L'augmentation de nm va dans le sens de la diminution de l'énergie
de la résonance plasmon de surface et induit donc un déplacement vers le rouge.

L'évolution de taille des nanoparticules peut aussi être invoquée pour rendre
compte du déplacement vers le rouge de la résonance. L'idée générale (validée par
des calculs semi-quantiques [109, 110]) repose sur le fait que les fonctions d'onde des
électrons d (électrons de c÷ur) sont beaucoup plus localisées que celles des électrons
s (électrons de conduction participant au plasmon). En général, les électrons de c÷ur
écrantent les interactions entre les électrons de conduction et le fond positif continu
(ou jellium), sauf aux bords de la nanoparticule, créant juste sous la surface une
� peau � où la polarisabilité est réduite. Cela se traduit par un déplacement vers le
bleu (vers les hautes énergies) de la résonance plasmon de surface. Ce déplacement
augmente lorsque la taille de la particule diminue, ce qui s'explique bien si l'on
considère que, l'épaisseur de la � peau � restant constante, sa contribution est plus
importante quand la particule est plus petite.

Parmi les e�ets à l'origine cette fois d'un déplacement en sens inverse, c'est-à-
dire vers les basses énergies (vers le rouge) de la résonance quand la taille diminue,
on peut citer l'e�et de � spill-out � qui correspond à l'� épanchement � du nuage
électronique en dehors du jellium.

Tous les e�ets cités (ainsi que d'autres non mentionnés) sont en compétition
et rendent di�cile à expliquer le déplacement de la résonance. Cette compétition
explique d'ailleurs peut-être l'inversion de tendance que l'on observe pour les longues
durées de recuit (petit déplacement vers le bleu). Néanmoins, la tendance générale
(déplacement vers le rouge avec les durées croissantes de recuit) est en adéquation
avec ce qui est observé dans les références [109, 110] et nous conforte dans l'idée que
l'e�et de taille ainsi que l'e�et de la matrice sont prépondérants.

3.2.4 In�uence du recuit sur la largeur de la résonance

La �nesse de la bande d'absorption semble indiquer que la distribution en taille
des nanoparticules est étroite. On peut donc chercher à évaluer l'in�uence d'autres
paramètres 4 sur la largeur de la résonance, comme l'évolution de la taille des nano-
particules dont on vient de voir l'e�et sur la position de la résonance.

4. qui serait masquée par l'e�et de la distribution en taille si celle-ci n'était pas étroite (largeur inho-
mogène).
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3. Etude de nanoparticules métalliques

Dans le modèle de Drude, un terme de relaxation Γ∞ a été introduit pour rendre
compte de la relaxation due aux interactions des électrons avec les phonons, les
défauts etc...

Pour des particules su�samment petites, c'est-à-dire lorsque la taille de la par-
ticule devient comparable au libre parcours moyen des électrons l∞, les e�ets de
la taille sur le phénomène de relaxation deviennent importants et s'ajoutent aux
autres e�ets décrits plus haut. Le terme de relaxation pour une particule s'écrit de
la manière suivante

Γ(R) = Γ∞ +
AvF
R

=
vF
l∞

+
AvF
R

, (3.7)

avec A une constante.
L'équation (3.7) prend en compte l'in�uence des e�ets de surface quand le rayon

de la particule est plus faible que l∞ en introduisant un terme proportionnel à la
fréquence de collision des électrons avec la surface vF/R. La dépendance en 1/R de
la relaxation peut aussi se comprendre simplement comme le rapport entre la pro-
babilité de collision sur la surface (proportionnelle à 4πR2) et le nombre d'électrons
(proportionnel au volume (4/3)πR3) [22].

La relaxation Γ correspond sur les spectres d'absorption à la demi-largeur à
mi-hauteur de la bande d'absorption. Pour quanti�er l'évolution de la largeur de
la bande d'absorption en fonction du recuit, on peut donc chercher à la relier à
l'évolution de taille des nanoparticules. Les e�ets de taille sont introduits dans une
fonction diélectrique ε(ω,R) dépendante du rayon R [22, 111, 112] :

ε1(ω,R) = εmassif1 + ω2
p

(
1

ω2 + Γ2
∞
− 1

ω2 + Γ(R)2

)
(3.8)

et

ε2(ω,R) = εmassif2 +
ω2
p

ν

(
Γ(R)

ω2 + Γ(R)2
− Γ∞
ω2 + Γ2

∞

)
. (3.9)

Il peut être plus commode d'utiliser dans la suite les équations (3.8) et (3.9)
écrites en fonction de λ. En prenant λ = 2πc/ω, λp = 2πc/ωp, γ = 2πc/Γ et
γ∞ = 2πc/Γ∞ on obtient

ε1(λ,R) = εmassif1 +
1

λ2
p

(
1

1/λ2 + 1/γ2
∞
− 1

1/λ2 + 1/γ2

)
(3.10)

et

ε2(λ,R) = εmassif2 +
λ

λ2
p

(
1/γ

1/λ2 + 1/γ2
− 1/γ∞

1/λ2 + 1/γ2
∞

)
. (3.11)

Les valeurs des termes εmassif1 et εmassif2 dans les équations (3.10) et (3.11) sont
habituellement issues des mesures expérimentales. A�n d'ajuster les courbes d'ab-
sorption, nous avons recours au modèle de la fonction diélectrique du matériau massif
proposé par Etchegoin et al. [12] qui permet de rendre analytiquement compte des
données expérimentales de Johnson et Christy [11] (cf. �g. 3.6). Ce modèle prend en
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εAu
1
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2

λ (nm) λ (nm)

Figure 3.6 � Parties réelle (εAu1 ) et imaginaire (εAu1 ) de la fonction diélectrique de l'or
massif. Les (◦) sont les données de la référence [11]. Les �ts sont en traits pleins [12].

compte, outre la contribution du modèle de Drude, la contribution due aux transi-
tions électroniques interbandes. La fonction diélectrique de l'or est donnée, avec les
mêmes conventions que précédemment, par

εmassif = ε∞ −
1

λ2
p(1/λ

2 + i/γpλ)︸ ︷︷ ︸
Modèle de Drude

+

∑
i=1,2

Ai
λi

[
exp iφi

1/λi − 1/λ− i/γi
+

exp−iφi
1/λi + 1/λ+ i/γi

]
,︸ ︷︷ ︸

transitions interbandes

(3.12)

où les indices i concernent les transitions interbandes.
Nous avons utilisé les valeurs des paramètres ε∞, λp, γp, λi, γi, φi et Ai, qui

permettent de reproduire les données expérimentales de Johnson et Christy [11] (cf.
�g. 3.6). Ces valeurs sont tirées de la référence [12].

En écrivant les expressions de εmassif1 et εmassif2 à partir (3.12) et en les injec-
tant dans les équations (3.10) et (3.11), on peut �nalement obtenir une expression
analytique de l'absorption à partir de (3.3) permettant d'ajuster correctement les
spectres d'absorption expérimentaux. Les paramètres ajustables sont C (la constante
de remplissage dans l'équation (3.3)) et Γ dont on cherche à extraire la variation en
fonction de la taille des nanoparticules. Il est nécessaire de faire intervenir la varia-
tion d'un paramètre supplémentaire (nm, l'indice de réfraction de la matrice), pour
bien ajuster les spectres expérimentaux. Il est di�cile de justi�er les valeurs de nm
données par les ajustements (nm de 1.24 à 1.5) si ce n'est par la modi�cation très
locale de la constante diélectrique à l'interface nanoparticule/matrice (cf. 3.2.3).

L'ajustement (ou �t) des spectres d'absorption par (3.3) permet d'évaluer préci-
sément les valeurs de Γ. La variation de la largeur de la bande d'absorption se calque
bien sur une évolution linéaire en 1/R (cf. �gure 3.8), ce qui valide l'hypothèse de
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Figure 3.7 � Spectre d'absorption de l'échantillon recuit pendant 64h à 470 °C (◦) et son
�t (traits pleins).
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Figure 3.8 � Diagramme représentant les di�érentes valeurs prises par Γ en fonction de
1/R. Les valeurs de R sont déduites des mesures Raman basse fréquence. Les (•) sont les
valeurs données par les �ts des spectres d'absorption (série à 470 °C). La droite représente
le meilleur �t linéaire de ces données.
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Microscopie électronique en transmission

la dépendance de la largeur de la bande d'absorption par rapport à la taille des
nanoparticules, les valeurs des rayons des nanoparticules étant par ailleurs déduites
des mesures Raman basse fréquence (cf. paragraphe 3.4). La valeur de A trouvée
(A = 0.33) est en bon accord avec celle trouvée par Berciaud et al. (A = 0.25) à
partir de spectres d'absorption de nanoparticules uniques [111]. Les largeurs ainsi
déduites s'apparentent à des largeurs homogènes. Cela constitue un argument qui
va dans le sens d'une distribution en taille des nanoparticules étroite.

3.3 Microscopie électronique en transmission

Les clichés de Microscopie Electronique en Transmission (MET) ont été pris par
Sylvie Migot, du laboratoire de Physique des Matériaux. Le microscope utilisé est
un Philips CM 200. Une condition préalable à toute observation est que l'échantillon
soit su�samment peu épais pour que le faisceau d'électrons puisse traverser l'échan-
tillon. Plutôt que la procédure habituelle, longue et ardue, d'amincissement (par
amincissement ionique par exemple), une solution plus expéditive mais qui donne
cependant des résultats préliminaires satisfaisants a été préférée. Elle consiste à pré-
lever des copeaux du verre en grattant avec une pointe diamantée la surface du
verre. Parmi ces fragments, il s'en trouve de su�samment minces (au bord) pour
qu'ils soient observables par MET.

En l'état actuel des choses ces observations permettent di�cilement une ana-
lyse quantitative des échantillons. Elles donnent cependant des renseignements im-
portants sur ces échantillons. Ces observations permettent de véri�er l'absence de
nanoparticules d'or dans l'échantillon non recuit (�gure 3.9). Dans les échantillons
recuits, on distingue les nanoparticules d'or par leur contraste d'absorption plus élevé
comparé à la matrice vitreuse. Sur l'image 3.10 on observe quelques nanoparticules
d'or d'aspect sphérique d'environ 9− 10nm de diamètre, espacées d'une à quelques
centaines de nanomètres. Lorsque la qualité de l'observation le permet (si l'épais-
seur d'échantillon traversée par le faisceau d'électrons est particulièrement faible par
exemple), certaines nanoparticules mettent en évidence une morphologie clairement
facettée (cf. �g. 3.11). Bien que de qualité moyenne, la �gure 3.11 a des similitudes
avec d'autres clichés MET de nanoparticules faisant apparaître la morphologie cu-
boctaédrique (thermodynamiquement stable) de nanocristaux cfc (cubique face cen-
trée) d'or [113]. Comme nous le verrons par la suite, à cette anisotropie de structure
par rapport à la sphère correspond une anisotropie des paramètres élastiques qui
joue un rôle important dans la levée de dégénérescence partielle des modes propres
de vibrations des nanoparticules.

3.4 Etude par spectroscopie Raman résonnante des modes de
vibration de nanoparticules métalliques

Cette section est consacrée aux expériences de di�usion inélastique de lumière
sur les verres Saint-Louis dopés à l'or. La di�usion inélastique de lumière par des
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3. Etude de nanoparticules métalliques

Figure 3.9 � Echantillon de verre Saint-
Louis non recuit.

Figure 3.10 � Echantillon recuit : les �èches
indiquent les nanoparticules.

Figure 3.11 � Echantillon recuit (observé à plus fort grandissement).
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modes de vibrations de nanoparticules donne un signal basse fréquence di�cile à
mesurer sans l'utilisation d'un dispositif expérimental adéquat. Nous verrons dans
cette partie que les dispositifs expérimentaux (et en particulier le Tandem Fabry-
Pérot) décrits dans le chapitre 2 sont parfaitement adaptés à ce type de mesures.

3.4.1 Mesures Raman basse résolution

La �gure 3.12 montre les résultats des mesures Raman e�ectuées avec le quintuple
monochromateur Z40 sur les verres Saint-Louis dopés à l'or. Chaque spectre est en
fait le résultat de l'assemblage de deux spectres : un premier spectre basse fréquence
Stokes/anti-Stokes entre −30 cm−1 et 30 cm−1 et un autre spectre à plus haute fré-
quence entre 30 cm−1 et 100 cm−1 (respectivement entre entre −900 et 900GHz et
entre 900 et 3000GHz). Pour chacun des deux spectres, la résolution du spectro-
mètre demeure inchangée (fentes d'entrée et de sortie à 200µm/fentes intermédiaires
à 250µm), seul le pas d'intégration est modi�é (0.2 cm−1 à basse fréquence, 1 cm−1

autrement). La longueur d'onde d'excitation est égale à 647.1nm. La direction de
la polarisation de la lumière incidente est verticale. La lumière di�usée est recueillie
à un angle de 90 ° par rapport à la direction de la lumière incidente et à environ 60 °

de la ré�exion.
On reconnaît trois composantes symétriques sur ces spectres :
� à haute fréquence, une large bande appelée pic de boson associée au signal de
la matrice vitreuse,

� deux raies �nes à basse fréquence, traditionnellement identi�ées comme deux
des modes sphéroïdaux de nanosphères.

Le pic de boson provient de la di�usion par les modes acoustiques rendus non
propagatifs du fait du désordre structural dans le verre. Son intensité est propor-
tionnelle à la densité d'états de vibration du verre.

Les seuls modes de vibrations de sphères susceptibles d'être détectés par di�usion
Raman sont théoriquement les modes radiaux (ou sphériques) (l = 0) et les modes
quadrupolaires (l = 2) (cf. les règles de sélection dans [80] et le chap. 2). D'après
le calcul des fréquences propres de vibration d'une sphère (dans le cadre du modèle
de la sphère élastique homogène cf. chap. 1), la fréquence du mode de vibration
quadrupolaire est inférieure à celle du mode de vibration radial. Ces considérations
(en plus de celles concernant la polarisation des modes) permettent d'identi�er sans
ambigüité la nature des modes sur les spectres Raman des verres Saint-Louis.

Le pic intense à plus basse fréquence est dépolarisé 5 : il correspond au mode de
vibration quadrupolaire de la sphère. Le pic à plus haute fréquence est polarisé 6 et
correspond donc au mode de vibration radial (ou sphérique). Sa faible intensité est
due au fait que le mode sphérique se couple peu e�cacement au plasmon de surface
dipolaire, contrairement au mode quadrupolaire [114, 98, 99]. Ces pics se déplacent
vers les basses fréquences avec les durées croissantes de recuit, correspondant à une
augmentation de taille des nanoparticules [99, 2]. Le déplacement en fréquence des

5. son intensité reste comparable que l'on se place dans une con�guration où la polarisation de la lumière
incidente et celle de la lumière di�usée sont parallèles ou dans une con�guration où elles sont croisées.

6. ce pic est fortement atténué quand les polarisations sont croisées.
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Figure 3.12 � Spectres Raman � basse résolution � des échantillons Saint-Louis dopés à
l'or (série à 470 °C). On rappelle que 1 cm−1 ≡ 30GHz. En encart, les dimensions des
nanoparticules telles que déduites de (◦) la fréquence du mode quadrupolaire et (•) de la
fréquence du mode sphérique.

pics suit une loi en 1/R maintes fois véri�ée expérimentalement dans les références
déjà citées [42, 99, 2].

Pour les faibles durées de recuit (1 à 4h) on n'observe pas de modes basse
fréquence sur les spectres Raman alors que dans le même temps une résonance
plasmon de surface est visible sur les spectres d'absorption correspondants. Cela est
peut-être dû à la faible section e�cace du processus Raman, au fait qu'il soit masqué
par le signal du pic de boson et/ou au peu de cohérence intraparticule dans le cas
des échantillons peu recuits.

Les fréquences des modes quadrupolaire et sphérique sont données, dans le cadre
du modèle de la sphère élastique libre, par

νquad = Squad
〈vT 〉
D

et νsph = Ssph
〈vL〉
D

(3.13)

avec 〈vT 〉 et 〈vL〉 les vitesses transversale et longitudinale moyennées sur toutes les
directions du cristal d'or.

〈vL〉 =
1

3

(√
C11

ρ
+

√
1/2(C11 + C12 + 2C44)

ρ
+

√
1/3(C11 + 2C12 + 4C44)

ρ

)
(3.14)
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ρ C11 C12 C44

(kg.m−3) (GPa)

Au 19283 191 162 42.4
Ag 10500 124 94 46

Table 3.3 � Valeurs de la masse volumique et des modules élastiques de l'or et de l'argent
à température ambiante.

et

〈vT 〉 =
1

4

(√
C44

ρ
+

√
1/2(C11 − C12)

ρ
+

√
1/3(C11 − C12 + C44)

ρ

)
. (3.15)

Les valeurs de Squad et Ssph dépendent du rapport 〈vT 〉/〈vL〉. Pour des sphères,
on obtient en prenant 〈vT 〉 = 1236m.s−1 et 〈vL〉 = 3319m.s−1, Squad = 0.845 et
Ssph = 0.94. Les valeurs de la vitesse transversale et de la vitesse longitudinale sont
calculées à partir des constantes élastiques de l'or massif (cf. tab. 3.3). Les équations
3.13 mènent à une première détermination des tailles des nanoparticules (cf. encart
de la �g. 3.12). Les diamètres des nanoparticules dans les verres recuits à 470 °C sont
compris entre 4 et environ 7nm. Le léger désaccord entre les valeurs des diamètres
déduites des fréquences des modes quadrupolaire et sphérique est imputable à la
matrice. Si on prend en compte la matrice, l'écart diminue et du même coup les
diamètres des nanoparticules déduits de ces calculs sont revus à la hausse : ils sont
compris entre 5 et 8nm.

Bien que satisfaisante dans une première approche, l'interprétation des spectres
Raman par les modes de vibration de nanosphères ne permet pas a priori d'expli-
quer l'existence de sous-structures mises en évidence en augmentant la résolution
du quintuple monochromateur. En examinant attentivement la région à très basse
fréquence des spectres, on remarque en e�et que le pic du mode quadrupolaire est
asymétrique et présente un épaulement sur le pied haute énergie. Pour en avoir le
c÷ur net, nous avons e�ectué des mesures � haute résolution � de ces échantillons
(cf. 3.4.2).

3.4.2 Mesures Raman haute résolution

Nous avons déjà discuté des avantages respectifs du tandem Fabry-Pérot et du
quintuple monochromateur Z40 (cf. 2.2.3). En particulier nous avons montré que
le tandem permet de faire des mesures à plus haute résolution que le quintuple
monochromateur. Nous présentons dans ce paragraphe l'apport de ce dispositif ex-
périmental dans l'étude des verres Saint-Louis dopés à l'or.

Résultats

Les spectres Raman basse fréquence de tous les échantillons sont représentés sur
les �gures 3.13, 3.14 et 3.15. La longueur d'onde d'excitation (λ = 532nm) est ré-
sonante avec le plasmon de surface. La puissance du faisceau laser sur l'échantillon
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Figure 3.13 � Spectres Raman basse fréquence des échantillons de verre Saint-Louis recuits
à 455 °C.

est de 120mW . Les spectres ont été réalisés en rétrodi�usion avec des polarisations
parallèles (VV) et croisées (VH) a�n d'identi�er la nature des di�érentes compo-
santes. L'espacement d des miroirs est de 0.25mm ce qui correspond à un intervalle
spectral libre ∆ν = c/2d égal à 600GHz 7. Les trous d'entrée et de sortie du spec-
tromètre sont réglés respectivement à 700µm et 1000µm ce qui constitue un bon
compromis entre luminosité et résolution de l'appareil. La très bonne stabilité du
spectromètre permet de faire des acquisitions très longues (typiquement 12h par
spectre). Lors des premières mesures sur ces échantillons, nous avons observé un
groupe de raies non symétriques apparaissant côté Stokes, gênant considérablement
les expériences. Après discussion avec le constructeur du spectromètre, il est apparu
que ces raies étaient dues à des ré�exions parasites dont l'origine est di�cile à ex-
pliquer. L'ajout de masques supplémentaires entre les cavités Fabry-Pérot a permis
de régler dé�nitivement le problème. Les spectres enregistrés avec le tandem FP, de
manière plus précise que les spectres enregistrés avec le quintuple monochromateur,
mettent en évidence l'existence des di�érentes composantes du pic quadrupolaire.
Le pic du mode quadrupolaire est composé de deux pics (pas complètement résolus)
et présente une petite bosse à son pied haute énergie. Ces deux pics sont dépolarisés,
comme le pic du mode quadrupolaire. La �gure 3.16 montre l'ajustement d'un de
ces spectres tiré de la série à 470 °C avec quatre lorentziennes.

7. en pratique, pour éviter de voir apparaître les ordres � fantômes � immédiatement inférieur et supé-
rieur de la raie élastique sur le spectre, on �xe l'amplitude de balayage à 490nm, ce qui correspond sur les
spectres à une fenêtre de 552GHz environ.
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Figure 3.14 � Spectres Raman basse fréquence des échantillons de verre Saint-Louis recuits
à 470 °C.
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Figure 3.15 � Spectres Raman basse fréquence des échantillons de verre Saint-Louis recuits
à 490 °C.
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Figure 3.16 � Fit à quatre lorentziennes (traits pleins) du spectre de l'échantillon (◦)
recuit pendant 68h à 470 °C.

Discussion sur l'origine des pics supplémentaires

Quelle est l'origine des pics supplémentaires dans les spectres Raman basse fré-
quence ?

Une hypothèse plausible consiste à dire que la distribution en taille des nano-
particules n'est pas monodisperse. Mais cette hypothèse est en contradiction avec
l'étroitesse de la bande d'absorption (cf. 3.2.2) et avec le fait que les rapports de fré-
quence entre les di�érentes composantes ne varient pas en fonction de la température
de recuit (�gure 3.17).

Les clichés de MET ont montré que certaines nanoparticules présentaient une
morphologie facettée compatible avec celle d'un cuboctaèdre tronqué (�gure 3.18).
Le passage d'une morphologie sphérique a une morphologie polyédrique correspond
à un abaissement de symétrie de la nanoparticule. Nous avons fait l'hypothèse que
c'est la levée de dégénérescence des modes de vibration accompagnant l'abaissement
de symétrie qui explique la présence de pics supplémentaires.

L'or cristallise dans le système cubique face centrée (cfc). Le cuboctaèdre tronqué
constitue une forme thermodynamiquement stable du nanocristal d'or [113]. Pour
un cuboctaèdre tronqué (groupe de symétrie du cube ou de l'octaèdre), les règles
de sélection des modes de vibration changent par rapport à celles de la sphère. On
peut montrer par un argument de théorie des groupes que lorsqu'on passe de la
symétrie sphérique (groupe de symétrie O(3)) à la symétrie de l'octaèdre (groupe
de symétrie Oh) le mode l = 2 qui est 2l + 1 = 5 fois dégénéré se sépare en deux
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Figure 3.17 � Rapports entre les fréquences des modes sphérique et quadrupolaire pour
les di�érentes températures de recuit.

Figure 3.18 � (a) Cliché (MET) d'une nanoparticule d'or dans la matrice vitreuse (échan-
tillon Saint-Louis recuit pendant 68h à 470 °C). (b) Représentation d'un cuboctaèdre tron-
qué inscrit dans un cube d'arête a dont les faces sont confondues avec ses faces octogonales.
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3. Etude de nanoparticules métalliques

modes de symétrie Eg et T2g, respectivement 2 fois et 3 fois dégénérés 8. Le mode
non-dégénéré (l = 0) se transforme en un mode de symétrie A1g.

Ces modes de vibration s'identi�ent aux ondes élastiques transverse et longitu-
dinale con�nées dans des nanocristaux cubiques [27] (même groupe de symétrie que
le cuboctaèdre tronqué), mais auxquelles exactement ? L'or possède une anisotropie

élastique élevée :
2C44

C11 − C12

= 2.9 (= 1 dans le cas isotrope, cf. 3.3). Dans le cas

d'une anisotropie de structure si importante, le mode de vibration (l = 2) d'une
sphère a un caractère transverse très marqué et le mode (l = 0) à l'inverse un
caractère longitudinal prononcé.

On cherche donc les ondes élastiques transverses con�nées dans un cube qui se
transforment comme les représentations T2g et Eg :

� les modes T2g sont compatibles avec les ondes transverses se propageant selon

la direction [100] à la vitesse vT =

√
C44

ρ
. Les déformations 1/

√
2(εyz + εzy),

1/
√

2(εxz + εzx) et 1/
√

2(εxy + εyx) leur sont associées ;
� les modes Eg sont compatibles avec les ondes transverses se propageant selon

la direction [100] à la vitesse vEg =

√
1/2(C11 − C12)

ρ
. Leur sont associées les

déformations 1/
√

2(εxy − εyx) et 1/
√

6(2εzz − εxx − εyy).
Ces ondes élastiques se propageant dans le cas d'un cristal macroscopique in�ni

deviennent stationnaires dans le cas du nanocristal : elles sont con�nées, pour celles
se propageant selon [100], entre les faces octogonales (100), et pour celles se pro-
pageant selon [110] entre les faces carrées (110). En supposant que le cuboctaèdre
tronqué est inscrit dans un cube d'arête a, les ondes sont con�nées, respectivement,
sur des longueurs L100 = a et L110 = 1.153 a (�gure 3.18(b)).

D'après ce qui précède, on devrait observer seulement trois types de modes sur
les spectres Raman basse fréquence de nos échantillons. Or les spectres des �gures
3.13, 3.14 et 3.15 comportent quatre pics (cf. �g. 3.16) au lieu des trois attendus si
notre hypothèse est exacte. La raison la plus probable est que les spectres expéri-
mentaux sont le résultat de la superposition des pics dus aux deux populations de
nanoparticules, sphériques et facettées : les pics des modes quadrupolaire et sphé-
rique auxquels viennent s'ajouter ceux des modes Eg et T2g. Nous n'avons pas pu
observer le pic du mode A1g, vraisemblablement parce qu'il est masqué par le pic
du mode sphérique. Des calculs sur les positions relatives des divers pics permettent
de véri�er ces assertions.

Les fréquences des modes de vibration du cristal de morphologie cuboctaédrique
tronquée sont données, pour les modes de type T2g et Eg par

νT2g '
vT2g

L(100)

et νEg '
vEg
L(110)

(3.16)

8. de manière analogue à ce qui se passe dans la théorie du champ cristallin pour les orbitales d d'un
ion de transition avec l'introduction du champ octaédrique des ligands.
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Pour les nanocristaux dont la forme se rapproche plus de celle d'une sphère les
fréquences des modes de vibration (l = 2) et (l = 0) sont données par les expressions
(3.13). La valeur du diamètre de la nanoparticule utilisée pour le calcul est D̄ qui
est la moyenne du diamètre de la sphère incrite dans le cuboctaèdre tronqué et du
diamètre de la sphère qui lui est circonscrite. Rappelons que le cuboctaèdre tronqué
est lui-même � inscrit � dans un carré d'arête a. Nous prenons comme valeur du
diamètre moyen D̄ = 1.182 a.

Il est intéressant de calculer le rapport théorique entre fréquences des modes
� cuboctaédriques � et celle du mode quadrupolaire de la sphère. Pour le mode Eg
il est donné par

νEg

νquad
' vEg

〈vT 〉
· D̄

Squad L(110)

, (3.17)

et pour le mode (T2g) par

νT2g

νquad
' vT2g

〈vT 〉
· D̄

Squad L(100)

. (3.18)

Avec vEg =

√
1/2(C11 − C12)

ρ
= 867m.s−1 et vT2g =

√
C44

ρ
= 1483m.s−1 les

rapports des fréquences sont égaux à

νEg

νquad
' 0.85 et

νT2g

νquad
' 1.676. (3.19)

De la même manière on peut calculer le rapport des fréquences entre le mode
sphérique et le mode quadrupolaire. Il est égal à

νsph
νquad

=
Ssph
Squad

· 〈vL〉〈vT 〉
' 2.99 (3.20)

Dans la �gure 3.19 les valeurs théoriques des rapports de fréquence sont compa-
rées aux valeurs expérimentales tirées des � �ts � des spectres Raman pour la série
d'échantillons recuits à 470 °C (�g. 3.16). Nous ne présentons ici que les résultats
concernant la série à 470 °C mais les résultats avec les autres séries sont semblables.
En général les valeurs théoriques et expérimentales se recoupent étonnamment bien
et pour toutes les tailles de nanoparticules, ce qui valide nos hypothèses sur la le-
vée de dégénérescence des modes de vibration de la sphère par abaissement de la
symétrie des nanoparticules. On observe toutefois une di�érence notable entre la
valeur expérimentale du rapport νsph/νquad et la valeur attendue. Nous attribuons
cette di�érence à l'in�uence de la matrice vitreuse qui induit une atténuation et un
déplacement des modes de vibration. Le calcul des modes l = 0 et l = 2 par la
méthode des fréquences complexes (voir la section 1.1.3 et le tableau 1.1) permet de
retrouver le rapport expérimental νsph/νquad, à condition de connaître les paramètres
élastiques de la matrice.
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Figure 3.19 � Comparaison entre les données expérimentales (symboles) tirées des �ts
des spectres pour la série d'échantillons recuits à 470 °C et les valeurs théoriques (traits
pleins) des rapports de fréquence entre les modes (l = 0), T2g, Eg et le mode (l = 2) en
fonction de la durée du recuit. L'échelle supérieure donne les valeurs du diamètre moyen
D̄ calculées à partir de νquad.

74



Raman résonnant

0 2 0 4 0 6 0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

1 0
����	

�

 

D(
nm

)


�����
������������

����	

����	

Figure 3.20 � Evolution de la taille des nanoparticules calculées à partir de la relation
(3.13) en fonction de la durée de recuit et pour les trois températures de recuit.

Evolution de la taille des nanoparticules avec le recuit

Rappelons qu'il est possible d'estimer de manière convaincante la taille des na-
noparticules à partir de la position du pic du mode quadrupolaire νquad et de l'ex-
pression (3.13). L'évolution de taille des nanoparticules en fonction de la durée de
recuit et pour les trois températures de recuit est représentée sur la �gure 3.20.

Les nanoparticules grossissent avec les durées croissantes de recuit et cela quelle
que soit la température, bien que l'évolution soit plus rapide quand la température
est plus élevée. La taille des nanoparticules passe d'environ 4nm à 9nm à 490 °C, 3
à 7nm à 470 °C et 4 à 6nm à 455 °C. Les courbes de tailles sont constituées de deux
parties (plus marquées à 470 et 490 °C qu'à 455 °C) : au début une partie fortement
croissante qui témoigne d'une cinétique de croissance rapide puis un plateau. Ainsi
entre 32h et 64h (ou 68h à 470 °C) la taille des nanoparticules ne change quasiment
pas.

Du point de vue du verrier, c'est-à-dire dans une optique de fabrication de verres
colorés, il est intéressant de constater que recuire à 490 °C pendant 8h ou à 470 °C
pendant 32h revient exactement au même en terme de taille des nanoparticules donc
de coloration du verre. De notre point de vue, il est di�cile d'expliquer la cinétique
de croissance des nanoparticules et en particulier le plateau observé. En particulier,
nos tentatives pour ajuster les courbes de croissance par les lois en t1/2 et t1/3 prévues
par les modèles de nucléation-croissance et de mûrissement d'Ostwald [115] n'ont
pas abouti.

En résumé nous avons observé par des mesures d'absorption que la synthèse de
verres dopés à l'or par voie chimique conduit � par le recuit des verres � à la
nucléation et à la croissance de nanoparticules d'or dont la distribution en taille est

75



3. Etude de nanoparticules métalliques

très étroite. La formation des nanoparticules d'or se traduit d'ailleurs, du fait de la
résonance plasmon de surface, par la coloration de plus en plus foncée des verres
avec des durées croissantes de recuit.

Des mesures Raman basse fréquence préliminaires ont ensuite mis en évidence
les modes de vibration des nanoparticules et nous ont conduit à faire une première
estimation de leur taille.

En�n, l'utilisation du spectromètre Fabry-Pérot sur ces échantillons, avec l'ap-
port de la très haute résolution, a conduit à la première mise en évidence de la levée
de dégénérescence du mode quadrupolaire. Dans l'interprétation que nous donnons,
le � splitting � associé à cette levée de dégénérescence est le fait non seulement de
l'anisotropie de l'or mais aussi du facettage des nanoparticules.
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Chapitre 4

Expériences de di�usion de lumière
sur les virus : des solutions aux

cristaux tridimensionnels

Cette partie est consacrée aux expériences de di�usion inélastique de lumière
e�ectuées sur les virus qui peuvent être considérés, dans une certaine mesure, comme
les équivalents biologiques (en termes de forme par exemple), des nanoparticules
métalliques étudiées au chapitre précédent. Des mesures Raman � classiques � de
solutions de virus ou de cristaux de virus sont monnaie courante [116, 117, 118,
72] et constituent un outil puissant d'étude structurale des virus. Elles mettent en
lumière par exemple la conformation ou l'orientation des molécules ou des groupes
de molécules constitutives de la capside, qui est la coque protéique du virus.

A notre connaissance les mesures Raman basse fréquence destinées à observer
les modes de vibration à l'échelle de la particule virale sont les premières (ou parmi
les premières, voir la référence [119] sur laquelle nous émettons des réserves) jamais
entreprises, bien que l'intérêt pour les modes de vibration de virus de la part des
physiciens [23, 43, 44, 45, 46, 37] comme des biologistes [7, 120, 47, 6] soit grandis-
sant.

Le plan de cette partie re�ète notre démarche expérimentale, qui a consisté à
étudier des échantillons de plus en plus concentrés, des solutions aux cristaux tridi-
mensionnels en passant par les cristaux ou para-cristaux bidimensionnels de virus.
Les expériences d'exaltation du signal inélastique des virus sont aussi présentées.
Avant cela nous présentons les virus étudiés ainsi que les calculs préliminaires don-
nant lieu à une première estimation des fréquences de modes de vibration de virus.

4.1 Les virus étudiés

Les virus que nous avons étudiés sont principalement des virus de plantes ou
phytovirus 1, relativement faciles à obtenir en grande quantité et sans danger pour

1. Voir par exemple sur le site de l'Université de l'Idaho � Plant Viruses Online �,
http ://image.fs.uidaho.edu/vide/refs.htm.
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Figure 4.1 � Pro�l de densité radiale du STMV (d'après [13]). En encart la reconstruction
tridimensionnelle du STMV.

l'homme.
Nous avons également étudié un virus humain, l'adénovirus de type 5.

4.1.1 Les phytovirus

Nos investigations ont porté sur quatre phytovirus di�érents : parmi eux, le
plus petit des phytovirus, , 17nm de diamètre et probablement l'un des plus gros
phytovirus dont la capside soit à symétrie icosaédrique (190nm de diamètre). Deux
autres virus de taille intermédiaire (environ 30nm) complètent cette étude.

Le STMV Le virus satellite de la mosaïque du tabac (Satellite Tobacco Mosaic
Virus (STMV)) déjà décrit plus haut infecte les plants de tabac et comme son nom
l'indique a besoin pour se répliquer de la co-infection de son hôte par le virus de la
mosaïque du tabac (Tobacco Mosaic Virus (TMV)). Son rôle dans la nature n'est
pas très clair puisqu'il ne provoque que peu ou pas de modi�cations des symptômes
chez l'hôte.

C'est une particule virale sphérique T = 1 d'un diamètre de 17nm [49, 50, 51]
(�gure 4.1) qui contient un ARN simple brin de 1059 bases dans une capside formée
de 60 sous-unités protéiques identiques de 159 résidus acido-aminés (masse réduite
Mr = 17542). Sa structure est connue avec une résolution quasi-atomique [50]. Les
résultats de la di�raction des rayons X (DRX) révèlent également que près de la
moitié du génome est organisé (et donc � visible � par DRX). Le virion est constitué
en masse de 75% de protéine et 25% d'acide nucléique. Un modèle simpli�é élaboré à
partir des résultats de la référence [13] représente le STMV comme un coeur composé
d'eau de 4nm de rayon entouré par une couche d'ARN de 2nm d'épaisseur puis par
une couche protéique de 2.5nm d'épaisseur (�gure 4.1). Grâce à sa petite taille c'est
le premier virus à avoir été simulé entièrement par dynamique moléculaire [13] sur
une durée d'environ 13ns.
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Le STMV forme de gros microcristaux (c'est-à-dire dont la taille est de l'ordre de
la fraction de millimètre) assez facilement (cf. 4.6.1). La taille de ces cristaux et leur
robustesse font qu'ils sont relativement faciles à manipuler et qu'il est possible en
particulier de conduire sur ces échantillons des expériences de di�usion de lumière
sans avoir à utiliser de microscope.

La solution-mère de virus utilisée pour nos expériences provient du laboratoire
du Pr. Alexander McPherson de l'Université de Californie, à Irvine.

Le TBSV Répandu tant en Europe que sur le continent américain ou en Afrique du
Nord, le virus du �étrissement du plant de tomate [121, 122] (Tomato Bushy Stunt
Virus (TBSV)) possède en réalité un éventail d'hôtes aussi varié que la tomate, le
poivrier ou la pomme. Il est responsable d'un arrêt de la croissance, du jaunissement
et de la déformation des feuilles et des fruits des végétaux atteints. La transmission
normale du virus s'e�ectue apparemment sans vecteur, par la graine et le sol.

Le virion est une particule sphérique T = 3 de 30nm de diamètre (�gure 4.2). Il
contient un ARN simple brin tripartite de 4776 bases et sa capside est composée de
180 sous-unités protéiques de Mr = 42000. Sa structure, très bien connue, a été la
première à être élucidée par di�raction des rayons X [59]. A la di�érence du STMV
le modèle issu de la DRX ne rend pas compte de la localisation de l'ARN ainsi
que d'une bonne partie (environ 25%) des acides aminés des sous-unités protéiques
constituant la capside. D'autres études permettent de conclure qu'une grande partie
des acides aminés manquants (ou � invisibles � en DRX) sont contenus dans une
coquille interne. L'ARN tapisse la cavité ménagée entre la capside et cette coque
protéique interne. Le virion contient un pourcentage massique de 83% de protéine
et 17% d'acide nucléique.

Comme un certain nombre de virus à symétrie icosaédrique, le TBSV existe sous
forme compacte et sous forme gon�ée, la transition entre les deux étant commandée
par la libération d'ions calcium associés à la capside (voir le paragraphe 1.2.5). Ce
changement de conformation réversible est probablement intimement lié à la décap-
sidation du virus lors de l'infection et reste un phénomène encore mal compris [61].

Le TBSV nous a été fourni par Cécile Mérigoux et Patrice Vachette de l'Insti-
tut de Biochimie et Biophysique Moléculaire et Cellulaire (IBBMC) de l'Université
Paris-Sud.

Le BMV Le virus de la mosaïque du brome (Brome Mosaic Virus (BMV)) infecte
les graminées par le biais de vers nématodes, et provoque la mort de ces plantes
en l'espace d'une trentaine de jours par nécrose. Ce virus présent sur le continent
eurasiatique, en Australie et en Amérique Centrale induit l'apparition de taches
jaunes sur les feuilles des plants atteints, d'où le nom de mosaïque.

Le BMV est une particule sphérique T = 3 de 28nm de diamètre [66, 123]
(�gure 4.2) qui contient un ARN simple brin tripartite de 8216 bases. La capside est
formée de 180 copies d'une protéine de 189 résidus acido-aminés et de masse réduite
Mr = 20400. Il est très semblable structuralement au CCMV (cowpea chlorotic
mottle virus), virus objet par ailleurs de simulations par NMA [7]. La distribution du
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Figure 4.2 � Reconstructions tridimensionnelles du TBSV (à gauche) et du BMV (à
droite)[14].

matériel génétique à l'intérieur de la capside est non uniforme. Au c÷ur de la cavité
ménagée par la capside il y a un � noyau � d'environ 3.5nm occupé uniquement par
du solvant, ce qui est con�rmé par des mesures de di�usion des rayons X aux petits
angles [124, 4]. Le BMV est constitué de 78% en masse de protéines et 22% d'acide
nucléique.

Comme le TBSV, le BMV subit un gon�ement réversible, non pas ion-dépendant
mais pH-dépendant.

Le BMV nous a été fourni par Eric Larquet de l'Institut de Minéralogie et de
Physique des Milieux Condensés (IMPMC) de l'Université Paris 6.

PBCV-1 Paramecium bursaria chlorella virus 1 (PBCV-1) [125, 126, 127, 128]
a pour hôte certaines algues vertes unicellulaires qui habitent les eaux douces. La
structure de ce très gros virus d'1GDa (contre quelques MDa pour le BMV ou
le TBSV) est organisée de manière concentrique : une partie centrale constituée
d'ADN double brin de taille variable (entre 295 kb et 370 kb) et de protéines, entourée
d'une membrane lipidique et par une capside protéique. Sa capside de 190nm est
également à symétrie icosaédrique mais de beaucoup plus grande taille que les virus
présentés plus haut. Elle accommode selon un schéma quasi-équivalent (T = 169)
1680 trimères et 12 pentamères. Des structures en forme de �bres dont le rôle est
mal compris sont parfois observées pointant en dehors de la capside (voir �g. 4.3).
PBCV-1 est composé d'environ 64% en masse de protéine, de 21 à 25% d'ADN
double brin et de 5 à 10% de lipides. PBCV-1 di�ère donc grandement des virus
présentés plus haut, d'abord par la taille (et donc le poids moléculaire), par le type
de matériel génétique et en�n par la structure.

Du fait de sa très grande taille, PBCV-1 n'a jamais été cristallisé (et ne le sera
peut-être jamais). Seul le principal constituant de la capside, Vp54 a pu l'être [129].
Les données de la DRX peuvent être associées à celles de la cryomicroscopie élec-
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Figure 4.3 � (A) Reconstruction tridimensionnelle de PBCV-1. (B) En haut : section à
partir de (A) selon la ligne continue avec la représentation des axes de symétrie 2, 3 et 5
de la capside. Les �èches blanches indiquent la membrane lipidique qui apparaît comme
une bande di�use qui suit le contour de la capside. En bas : section selon la ligne pointillée
en (A). On observe une structure �brillaire pointant en dehors de la capside (�èche noire).
A part la membrane lipidique on ne distingue pas le matériel génétique à l'intérieur du
virion. L'invisibilité du matériel génétique indique que celui-ci ne possède pas les symétries
de l'icosaèdre et non pas qu'il est absent. D'après la référence [15].

tronique [15] a�n d'élaborer un modèle structural de la capside avec une bonne
résolution. Des observations complémentaires d'AFM ont également été faites [63].

PBCV-1 nous a été fourni par James Van Etten du département de Pathologie
Végétale de l'Université du Nebraska (Lincoln).

4.1.2 Un virus humain : l'adénovirus

Les adénovirus sont des virus de 70 à 100 nanomètres de diamètre, non enve-
loppés, à ADN double brin et à capside icosaédrique T = 25 [130, 131]. Ils ont une
forme icosaédrique marquée (�gure 4.4). La capside est formée 252 unités morpholo-
giques : 12 pentons (ou pentamères) et 10(T − 1) = 240 hexons (en fait des trimères
et non des hexamères). Chaque penton porte une spicule glycoprotéique, appelée
�bre, terminée par une sphère de 4nm de diamètre.

Les adénovirus ont pour unique hôte l'homme et provoquent �èvre, rhinite, toux
et conjonctivite. Le mode de transmission en est direct ou indirect et s'e�ectue par
contact. Les adénovirus jouent un grand rôle en thérapie génique où ils sont utilisés
comme vecteurs [16].

L'adénovirus étudié est une souche particulière d'adénovirus de type 5 (Ad5)
inactivés. Leur diamètre est de 80nm et leur masse moléculaire de 175MDa (dont
13% en masse d'ADN). L'épaisseur de la coque protéique est comprise entre 8 et
10nm. Les échantillons d'adénovirus ont été élaborés par Laure Franqueville au
Laboratoire de Virologie du professeur Boulanger (Université Lyon 1).
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Figure 4.4 � Schéma de l'adénovirus.

4.2 Calcul des modes de vibration

Cette section est destinée à donner une estimation � avec toutes les réserves
nécessaires � des domaines d'énergie où l'on peut s'attendre à observer des modes
de vibration pour les virus étudiés.

Pour évaluer la fréquence de vibration d'une nanosphère et en particulier celle
d'un virus � sphérique �, nous avons vu dans le chapitre 1 qu'il était indispensable
de connaître les vitesses du son longitudinale vL et transverse vT dans le virus, ainsi
que sa densité ρ.

En l'absence de données sur les paramètres élastiques des virus, les valeurs des
vitesses du son habituellement utilisées pour le calcul des modes de vibration de
virus (voir les références [43, 44, 45, 46, 37]) sont celles du cristal de lysozyme
(en quelque sorte l'archétype du cristal de protéine) déterminées par � pulse-echo �
d'ultrasons [132, 133], c'est-à-dire vL = 1817m.s−1 et vT = 915m.s−1. Les mesures
Brillouin sur le même cristal de lysozyme donnent des valeurs di�érentes [33, 21] :
vL = 2200m.s−1, correspondant à une augmentation d'environ 20% par rapport aux
mesures avec ultrasons. Il ressort des mesures Brillouin e�ectuées sur des cristaux de
virus (cristaux de STMV, voir 4.6) que la vitesse du son vL est plutôt de l'ordre de
1920m.s−1. Nos expériences ne nous ont pas permis de déterminer la valeur de vT .
Mais en supposant que le coe�cient de Poisson des virus étudiés est proche de celui
de la matière � molle � organique [67, 133] c'est-à-dire σ ' 0.3, le rapport vT/vL =√

1−2σ
2−2σ

(voir chapitre 1) est à-peu-près égal à 0.5 ce qui donne vT ' 960m.s−1. En

pratique, nous ferons les calculs pour deux valeurs de ce rapport : vT/vL = 0.5 et
vT/vL = 0.25 qui est une valeur délibérément faible (susceptible de rendre compte
d'une �exibilité accrue).

Le modèle le plus simple pour un virus est celui de la sphère pleine élastique.
C'est le modèle utilisé dans les références [43, 44, 46] pour le calcul des modes de
vibration de virus sphériques. Dans le tableau 4.2 sont répertoriées les fréquences
des modes de vibration quadrupolaire et sphérique des virus telles que calculées par
le modèle de la sphère élastique. Seuls ces deux modes sont examinés car à ce jour
ce sont les seuls à avoir été identi�és sans ambigüité expérimentalement, en tout cas
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Sphère libre � hydratée � Sphère libre � déshydratée �
vL/vT 0.5 0.25 0.5 0.25

l = 2 l = 0 l = 2 l = 0 l = 2 l = 0 l = 2 l = 0
STMV (17nm) 48 99 24 110 85 176 43 61
BMV (28nm) 29 60 15 67 57 118 29 132
TBSV (30nm) 27 56 14 62 46 96 23 107

PBCV-1 (190nm) 4 9 2 10 8 16 4 5
Adénovirus (80nm) 10 21 5 23 18 37 9 13

Table 4.1 � Fréquences en GHz des modes de vibration de di�érents virus calculées avec le
modèle de la sphère libre. vL = 1920m ·s−1 pour la sphère � hydratée � ; vL = 3430m ·s−1

pour la sphère � déshydratée � sauf pour le BMV (vL = 3800m · s−1) et le TBSV (vL =
3300m · s−1).

pour des particules dont la taille est petite devant la longueur d'onde (D < λ). La
partie gauche du tableau intitulée sphère libre � hydratée � donne les valeurs des
fréquences pour vL = 1920m.s−1 qui est la vitesse du son dans le cristal de STMV
hydraté (4.6). Dans la partie droite vL = 3430m ·s−1 (cristal de STMV � sec �) sauf
pour le BMV (vL = 3800m · s−1) et le TBSV (vL = 3400m · s−1) qui sont les valeurs
mesurées à partir des couches de virus (section 4.5.3).

Un modèle un peu plus réaliste consiste à prendre en compte leur structure
en � oignon �. Le STMV est ainsi constitué d'un c÷ur composé d'eau de 4nm de
rayon entouré de couches concentriques d'ARN de 2nm d'épaisseur et de protéines
de 2.5nm d'épaisseur [13]. Les calculs faits par Saviot et al. avec ce modèle (en
prenant certes des valeurs de la vitesse légèrement di�érentes et en tenant compte
de la viscosité de l'eau) donnent les résultats suivants [37] : νl=0 = 110GHz et
νl=2 = 43.5GHz, qui sont des valeurs très proches de celles obtenues avec le modèle
de la sphère élastique. De plus ces calculs, bien qu'intéressants du point de vue
fondamental, présentent un intérêt limité dans l'optique exploratoire qui est la nôtre.

Plus intéressants peut-être sont les résultats des calculs CFM (complex Model
Frequency) prenant en compte l'e�et de la matrice. Il n'est cependant pas possible
d'utiliser le programme de calcul avec une matrice � l'eau � dont la vitesse trans-
verse vTm est nulle. Pour que le programme renvoie des résultats cohérents, il faut
�xer une valeur de vTm supérieure ou égale à environ vLm/5. Les paramètres utilisés
pour le calcul sont les suivants : dm = 0.998, vLm = 1480m.s−1 et vTm = 296m.s−1

ce qui correspond à une matrice très molle. On obtient alors pour le mode quadru-
polaire du STMV, νquad = 38GHz et pour le mode radial νsph = 89GHz : ce calcul
montre que l'e�et de la matrice molle (à défaut de celui de l'eau) est de déplacer
les modes vers les basses énergies. En toute rigueur il faudrait aussi tenir compte de
l'e�et de la viscosité de l'eau qui est important à cette échelle de taille [37].
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4.3 Solutions

Nous traitons dans ces quelques paragraphes essentiellement le cas de l'adénovi-
rus. L'adénovirus a été étudié sous di�érents � conditionnements � : en suspension
dans une solution tampon aqueuse � classique �, et dans une solution formée d'un
mélange d'eau et de glycérol (appelée dans la suite solution de glycérol, même si la
proportion en glycérol est assez faible). Les concentrations en virus dans ces solutions
sont assez variables : de 1010 particules/ml à, au mieux, 1013 particules/ml (ce qui
correspond à 2.9mg/ml). Ces concentrations bien que très supérieures à des concen-
trations � physiologiques �, représentent néanmoins un pourcentage volumique très
faible (0.2% pour 1013 particules/ml). A la di�érence des solutions de phytovirus
qui peuvent être relativement concentrées (typiquement C ∼ 1015 particules/ml),
il est di�cile d'obtenir des solutions plus concentrées en adénovirus. Cela est en
grande partie dû au fait que la technique de production de virus humains ou ani-
maux est beaucoup plus di�cile à mettre en ÷uvre (cultures cellulaires) et parce
que le rendement n'est pas aussi bon que pour les phytovirus.

Avant réception de l'interféromètre Fabry-Pérot au mois de mai 2005, nous avons
eu l'occasion de faire plusieurs expériences Brillouin en collaboration avec Alain
Polian à l'IMPMC (Institut de Minéralogie et Physique des Milieux Condensés,
Paris 6). Avec d'autres expériences menées par nous à Lyon, ces di�érents essais
ont montré qu'il n'y pas de di�érences signi�catives entre les spectres de solutions
avec ou sans les virus. En particulier, les spectres de la solution aqueuse avec et
sans virus sont identiques (�gure 4.5). Sur ces spectres on peut voir un seul pic à
ν = 8.2GHz, intense et polarisé, le pic Brillouin du liquide correspondant au mode
acoustique longitudinal du liquide. Pour la solution de glycérol on observe toutefois
une di�érence entre le spectre de la solution et celui de la même solution avec les
virus. Comme le spectre de la solution aqueuse, le spectre de la solution de glycérol
présente un pic unique (à ν = 10.4GHz dans le cas du glycérol), pic Brillouin
correspondant au mode longitudinal de la solution. Avec l'ajout de l'adénovirus, ce
pic se rapproche de la raie élastique (ν = 9.5GHz). Mise à part la légère modi�cation
de la réponse de la solution, il n'y a rien d'autre à signaler, et en particulier pas de
signal inélastique supplémentaire qui pourrait être attribué à la présence des virus,
chose con�rmée par des spectres pris sur un intervalle spectral libre ∆ν plus grand
(∆ν ∼ 60GHz).

Pour tous les autres virus étudiés en solution (à l'exception de PBCV-1, voir
4.7), comme le TBSV, le BMV ou le STMV, dont les solutions sont pourtant plus
concentrées (pour le TBSV, C = 19mg/ml et pour le STMV, C = 11mg/ml),
les résultats de nos investigations dans les domaines d'énergie compatibles avec
l'énergie de vibration des virus (et en dehors de ces domaines) sont similaires :
on n'observe que le signal inélastique très intense de la solution dans laquelle se
trouvent les virus. A ce stade des expériences on se rend compte de la di�culté
à détecter en solution le signal inélastique d'un virus, quel qu'il soit. A cela on
peut trouver plusieurs explications : la première et la plus évidente est que le faible
niveau de signal est lié à la faible fraction volumique φ en virus. φ est de l'ordre
de 0.2% pour les virus, alors que dans la référence [90] par exemple, les auteurs
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Figure 4.5 � Spectres Brillouin de solutions d'adénovirus. (a) En suspension dans une
solution aqueuse. (b) En suspension dans une solution de glycérol (symboles noirs : témoin ;
symboles rouges : virus).

indiquent observer des modes de vibration de colloïdes uniquement pour des fractions
volumiques supérieures à 30%. On ne peut par ailleurs exclure l'hypothèse, déjà
avancée dans les références [23, 44, 46, 37], selon laquelle les modes de virus que
nous recherchons sont amortis par la solution, du fait d'une part de la presque
égalité entre les impédances acoustiques du virus et de la solution et d'autre part
du frottement visqueux. En�n, il est possible que l'activité Raman des modes de
vibration de virus soit trop faible pour engendrer un signal su�samment intense,
notamment par rapport au très intense signal Brillouin de la solution.

A�n de surmonter la di�culté liée au solvant, nous avons exploré plusieurs voies.
La première consiste à étudier des échantillons plus concentrés (voir les parties 4.5
et 4.6). La seconde voie revient à essayer de contourner le problème en exaltant le
signal inélastique des virus.

4.4 Comment exalter le signal du virus ?

4.4.1 Par e�et S.E.R.S.

Pour exalter le signal du virus, nous avons entrepris d'exploiter les propriétés de
la di�usion de lumière exaltée par des nanoparticules métalliques (e�et S.E.R.S., Sur-
face Enhanced Raman Scattering ou Raman exalté de surface [73]). Les mécanismes
à l'origine l'exaltation du signal sont multiples, à la fois chimiques et électromagné-
tiques et pas encore complètement élucidés. Dans une description très simpli�ée du
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Figure 4.6 � Observations par microscopie électronique de virions (adénovirus) sur lesquels
sont gre�és des nanoparticules d'or par l'intermédiaire d'un anticorps (d'après [16]). A la
plupart des virions (au contraste clair) sont �xées une ou deux nanoparticules (au contraste
sombre). L'échelle est donnée par les particules d'or (10nm de diamètre).

phénomène, on peut cependant dire que les nanoparticules métalliques (d'or ou d'ar-
gent par exemple) jouent un double rôle : à la fois d'exaltation du champ électrique
incident sur les nanoparticules par la résonance plasmon de surface, et aussi d'an-
tenne locale pour le champ di�usé par les entités voisines de la nanoparticule. L'e�et
S.E.R.S. est maximum quand l'excitation laser se fait à la fréquence du plasmon de
surface des nanoparticules.

Des échantillons spéci�ques ont été préparés au laboratoire de Virologie. Ce sont
des solutions d'adénovirus dans lesquelles des nanoparticules d'or sont spéci�que-
ment gre�ées aux virus par l'intermédiaire d'un anticorps [16] (�g. 4.6). Mais là
encore, nous n'avons pas observé de di�érences signi�catives entre le spectre de la
solution témoin (solution tampon avec les nanoparticules d'or �xées sur les anti-
corps) et le spectre de la solution avec les virus gre�és, probablement à cause de la
faible concentration en virus (1010 particules/ml dans ce cas) et/ou en nanoparti-
cules métalliques. Il reste que la piste de l'e�et S.E.R.S. mérite sans doute d'être
explorée de manière approfondie, en utilisant par exemple des substrats S.E.R.S.
comme ceux qui commencent à être commercialisés (par la société d3technologies 2

par exemple) ou des substrats � maison � (lame de verre sur laquelle une surface
rugueuse d'argent a été formée par évaporation thermique), ou encore en évaporant
des atomes métalliques sur des réseaux bidimensionnels de virus (expériences me-
nées en collaboration avec Juliette Tuaillon-Combes au Laboratoire de la Physique
de la Matière Condensée et Nanostructures, LPMCN, Lyon 1).

4.4.2 Di�usion inélastique d'UV

Pourquoi utiliser l'UV?

C'est également dans une démarche d'exaltation du signal inélastique des virus
que s'inscrit l'idée d'utiliser une longueur d'onde d'excitation dans le domaine UV et

2. http ://www.d3technologies.co.uk/
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Figure 4.7 � Spectre d'absorption d'une solution de TBSV.

non plus dans le domaine visible. Ceci est fait dans le but d'exploiter des propriétés
de résonance sur deux plans di�érents.

Le premier aspect de l'utilisation d'un rayonnement UV est qu'elle rend possible
la réalisation d'expériences de di�usion Raman résonnante. Dans ce processus, mis
à pro�t dans l'étude de nanoparticules métalliques (voir le chapitre 3), l'énergie
de la radiation excitatrice correspond à l'énergie d'une transition vers un niveau
d'absorption électronique du matériau ce qui conduit à une augmentation, parfois
spectaculaire, du signal Raman de certains modes.

La di�usion Raman résonnante dans le domaine UV est un outil très employé
pour les caractérisations Raman � classiques � de macromolécules biologiques (étude
des di�érentes conformations des protéines, des interactions avec des ligands etc...).
Dans ce registre, les virus sont un cas particulièrement favorable à cause de l'exis-
tence de deux bandes d'absorption intenses associées aux protéines d'une part et
aux acides nucléiques (ADN, ARN) d'autre part. La bande d'absorption caractéris-
tique des protéines se situe autour de 280nm ; elle correspond essentiellement aux
transitions π − π? dans les trois acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine
et phénylalanine). La bande d'absorption caractéristique de l'ADN ou de l'ARN
est également liée au caractère aromatique des bases. Le recouvrement de ces deux
bandes d'absorption voisines donne généralement une seule bande large, comme
illustré par le spectre d'absorption d'une solution de TBSV (�gure 4.7). La mesure
d'absorption à 280nm peut aussi être utilisée pour donner une bonne estimation de
la concentration en virions dans une solution.

Pour une description de l'application de la di�usion Raman résonnante UV au
cas spéci�que des virus, on pourra se reporter aux références [117, 72]. L'e�cacité de
cette approche dans la détection des (ou de certains) modes de vibration moléculaires
dans les virus nous incite à la tester dans une autre optique, celle de la détection
des modes de vibration basse fréquence de virus.

Le seconde raison de l'utilisation d'une source UV est aussi à relier à une condi-
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tion de résonance, mais cette fois-ci dans le domaine � spatial �. Les études Ra-
man/Brillouin de nanobilles de diélectrique réalisées sans condition de résonance
énergétique [9] (contrairement aux études des nanoparticules métalliques du cha-
pitre 3) montrent que l'observation des modes basse fréquence n'est possible que
lorsque le produit qD est plus grand que π (q étant le moment transféré de la relation
(2.6) et D le diamètre de la particule). Cette condition d'existence est à relier aux
résonances de Mie [134] (résonances � géométriques �). L'examen des valeurs du pa-
ramètre qD (tableau 4.2), montre que les longueurs d'onde du visible ne permettent
pas d'approcher la condition de résonance pour des tailles de virus inférieures à la
centaine de nanomètres. Avec une radiation UV, on se rapproche de la condition
de résonance et il est raisonnable d'espérer observer un e�et de la résonance sur le
niveau de signal. Les virus de grande taille (∼ 200nm) sont, de ce point de vue, les
candidats les plus favorables. En revanche, il faut garder en mémoire qu'une grande
taille implique des énergies de vibration correspondantes faibles (relation (1.25)), ce
qui peut poser des problèmes d'observabilité avec certains spectromètres (voir le cas
de PBCV-1 par exemple dans la partie 4.7).

λ (nm) 532 (476.5) 244
STMV D = 17nm 0.6 (0.7) 1.4
TBSV D = 30nm 1.1 (1.2) 2.4
Adénovirus D ∼ 90nm 3.3 (3.7) 7.2
PBCV-1 D = 190nm 7.0 (7.8) 15.2

Table 4.2 � Valeurs de qD = 4πnD/λ0 pour quelques virus à di�érentes longueurs d'onde.
n = 1.55 [21].

La di�usion inélastique basse fréquence à partir d'une source laser UV n'est pas
réalisable avec l'interféromètre Fabry-Pérot dans sa con�guration actuelle. A cause
du fait qu'il n'existe pas de lentille achromatique pour l'UV, la lentille d'entrée L1

qui sert pour les trois passages du faisceau (voir la �gure 2.8), devrait en e�et être
remplacée par trois lentilles simples en quartz, montage incompatible avec le faible
encombrement de l'interféromètre. En l'absence d'un tandem Fabry-Pérot adapté à
l'utilisation de l'UV, l'instrument de di�usion inélastique de rayonnement UV (In-
elastic UV Scattering, IUVS) développé sur l'anneau synchrotron Elettra à Trieste
(Italie) constitue une très bonne alternative (voir l'annexe C). A l'origine cet instru-
ment a été conçu dans l'idée d'e�ectuer des expériences de di�usion Brillouin dans
une gamme énergie/transfert de moment (E, q) non couverte par les spectroscopies
Brillouin lumière, neutrons et rayons X (voir �gure 4.8). Comme dans le cas de l'in-
terféromètre Fabry-Pérot, l'instrument est en quelque sorte détourné de sa fonction
première (la détection de modes acoustiques) au pro�t d'expériences de di�usion
Raman basse fréquence.

Résultats

Les di�érentes expériences que nous avons réalisées, dans le cadre de deux de-
mandes o�cielles de faisceau, ont consisté dans un premier temps à observer la
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E

(meV )

q (nm−1)

Figure 4.8 � Diagramme énergie/moment d'après [17]. Les domaines d'investigation des
di�érentes techniques de di�usion inélastique sont schématiquement représentés. BLS :
Brillouin Light Scattering ; IUVS : Inelastic UV Scattering ; IXS : Inelastic X-ray Scatte-
ring ; INS : Inelastic Neutron Scattering. 1meV = 8 cm−1 = 240GHz.
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Figure 4.9 � Spectres d'une solution de TBSV à 5.1 eV (en noir) et 5.6 eV (en bleu). En
encart, un spectre de l'eau.

di�usion par des solutions aqueuses du TBSV et de l'adénovirus à diverses concen-
trations (à 1.4mg ·ml−1 et 0.4mg ·ml−1 pour le TBSV, à 0.5mg ·ml−1). Si le spectre
des solutions tampon (sans virus) fait clairement apparaître le doublet Brillouin du
liquide (�gure 4.9, en encart), les spectres des solutions virales se sont tous révé-
lés inexploitables à cause d'une augmentation considérable du signal élastique et
quasiélastique. Cette augmentation traduit essentiellement le fait que du fait de la
présence des virus, le milieu devient inhomogène et di�usant. Le pied de cette bande
de di�usion intense étant très étendu, il masque toute la région inélastique basse fré-
quence, relative à la fois à la di�usion Brillouin et au signal Raman recherché. De
plus, la forte di�usion de la lumière incidente après passage dans l'échantillon fait
apparaître sur les spectres un signal de bruit très perturbé (non symétrique) ex-
cluant toute possibilité de détection d'un signal Raman peu intense. La �gure 4.9
illustre cette situation à partir de quelques spectres obtenus sur une solution de
TBSV, enregistrés à partir de la source synchrotron ou de la source laser. Toutes les
structures observées sur ces spectres sont essentiellement le fait de la piètre réponse
instrumentale dans le cas d'échantillons très di�usants.

Cette situation malencontreuse avec les suspensions virales ne s'est pas améliorée
en observant des arrangements bidimensionnels (gouttes séchées sur un substrat de
quartz) de TBSV. Dans ce cas, l'aspect opalescent des dépôts se traduit aussi par une
forte di�usion de la lumière incidente, et par conséquent par des spectres similaires
à ceux de la �gure 4.9.
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Figure 4.10 � Spectres IUVS d'une solution de sulfate d'ammonium (traits pleins) et d'un
cristal de STMV (pointillés). Les �èches indiquent les pics Brillouin de la solution de sulfate
d'ammonium (à basse fréquence) et ceux du liquide d'indice (à plus haute fréquence).

Pour des raisons similaires, les autres tentatives réalisées sur des microcristaux
de STMV se sont également révélées infructueuses. Nous avions à notre disposition
des cristaux de STMV hydratés dans des capillaires de quartz scellés de 0.5mm de
diamètre. En plongeant les capillaires dans une cuve remplie de glycérol, le glycérol
jouant en quelque sorte le rôle de liquide d'indice, l'intense di�usion par les capillaires
a été atténuée mais, d'une part la résolution des mesures en a pâti et d'autre part
un signal supplémentaire, celui du glycérol, est apparu sur les spectres. Sur la �gure
4.10 on peut voir deux spectres IUVS très similaires à des spectres Brillouin : le
spectre de référence est celui de la solution de sulfate d'ammonium dans laquelle
le cristal de virus baigne. C'est un spectre à deux composantes : la première à
ν ∼ 18.5GHz correspond au signal de la solution, la deuxième à ν ∼ 36.5GHz
au signal du glycérol. Le deuxième spectre (pointillés) est un spectre du cristal de
STMV hydraté sur lequel on retrouve les mêmes composantes que sur le spectre de la
solution. Il n'y a pas trace de pics supplémentaires, mais comme pour les expériences
IUVS précédentes, il est di�cile d'être catégorique car pour ces échantillons à fort
pouvoir di�usant, les signaux éventuels sont masqués par la mauvaise réponse de
l'appareil de mesure.

4.5 Couches bidimensionnelles

L'élaboration de réseaux bidimensionnels (2D) organisés de virus constitue un
des moyens d'augmenter la concentration en virus dans nos échantillons. Il n'est
pas rare d'observer des inclusions cristallines 2D ou 3D de protéines ou de virus
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dans les tissus vivants (par exemple d'adénovirus dans des cellules animales [135],
de TBSV [136] ou de BMV [137] dans les feuilles de plants infectés). In vitro il est
possible, moyennant des conditions de préparation précises, de former des cristaux
2D de virus. Si l'arrangement cristallin est su�samment bon, l'observation de ces
cristaux peut donner des informations structurales sur les contacts entre particules
et à l'échelle de la particule [138, 139].

La préparation de surfaces structurées à l'échelle nanométrique par auto-
assemblage de macromolécules biologiques connaît par ailleurs un intérêt grandis-
sant. Ces surfaces nanostructurées peuvent en e�et constituer des matrices (ou � tem-
plates �) pour la croissance organisée de nanoparticules [140, 141, 142, 143].

Dans cette partie, nous décrivons d'abord la synthèse et la caractérisation par
TEM et AFM des couches de virus telles qu'élaborées en collaboration avec Eric
Larquet à l'IMPMC [14] (Institut de Minéralogie et et de Physique des Milieux
Condensés, Paris 6) puis nous relatons les résultats des expériences de di�usion
inélastique.

4.5.1 Elaboration des couches

Horne et al. remarquèrent en préparant des échantillons concentrés de virus pour
les observer au MET que l'adjonction de sels de métaux lourds 3 (acétate d'uranyle
et molybdate d'ammonium) induit chez certains virus icosaédriques la formation
de réseaux cristallins à la surface de feuilles de mica [144]. La technique fut en-
suite améliorée et étendue à la fabrication de réseaux cristallins 2D de protéines et
d'enzymes [139].

La méthode que nous avons utilisée pour fabriquer les couches de virus est celle
de Harris [145] : elle consiste à déposer sur un substrat adapté une goutte (10µl)
d'une solution diluée de virus à laquelle est ajoutée une espèce chimique qui joue le
rôle d'agent condensant. Au cours de l'évaporation de la goutte, l'action combinée
de la progression du front d'évaporation, de la diminution d'épaisseur de la goutte
et de l'agent condensant conduit à la très forte augmentation de la concentration
des particules virales en suspension, jusqu'à la sursaturation. L'interaction forcée
entre particules virales conduit alors à la formation d'arrangements compacts plus
ou moins ordonnés.

La mise en ordre, favorisée par une vitesse d'évaporation lente, résulte toutefois
d'un compromis entre la quantité d'agent condensant et la vitesse d'évaporation. Le
rôle précis de l'agent condensant n'est pas clairement établi, même si sa présence
est indispensable à la formation des réseaux. Une des hypothèses avancées pour
expliquer son rôle dans la mise en ordre est que son action repose sur un écrantage
des charges de surface des protéines virales [145].

Le substrat est en général une lamelle de mica mais nous avons aussi parfois utilisé
une lame de verre. Du fait de sa structure en feuillet, le mica est un substrat adapté

3. utilisés pour colorer les échantillons
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à ces expériences : il est facile à cliver et, fraîchement clivé, donne une surface plane
et propre.

En pratique, on découpe de petits carrés de mica d'environ 4mm × 4mm. Ces
dimensions sont adaptées au volume de la goutte déposée : retenue par les bords
du mica, celle-ci forme un ménisque épais ce qui favorise une évaporation relative-
ment lente. Les carrés de mica sont clivés juste avant le dépôt pour minimiser les
contaminations par des poussières.

Les solutions Les gouttes déposées sont préparées à partir de solutions diluées de
virus. Les solutions-mères de virus, conservées à 4°C sont aux concentrations :

� C0 = 19mg/ml pour le TBSV,
� C0 = 11mg/ml pour le BMV.
Elles sont diluées dans un tampon d'acétate de sodium à 200mM et pH = 6.5.

On utilise des solutions de concentration environ égale à 0.2mg/ml. Dans une goutte
de 10µl, on peut approximativement estimer le nombre de virus à N = NACV/M =
3 · 1014 pour le BMV et 1 · 1014 pour le TBSV. NA = 6.02 · 1023 est le nombre
d'Avogadro, C = 0.2mg/ml la concentration, V = 10µl est le volume de la goutte
et M le poids moléculaire des virus. M = 4.6MDa pour le BMV et 9.3MDa pour
le TBSV.

Les solutions diluées de virus sont mélangées en proportions égales à une solu-
tion de molybdate d'ammonium qui joue le rôle d'agent condensant. La solution de
molybdate d'ammonium à 10% est préparée à partir de molybdate d'ammonium
anhydre dissous dans le tampon d'acétate de sodium. Après dissolution totale, la
solution obtenue est �ltrée (�ltre Millipore 0.22µm) et peut être conservée à 4°C.

Après dépôt sur les micas d'un volume de 10µl de solution de virus et de mo-
lybdate d'ammonium, les micas sont placés sous des boîtes de Petri. La durée de
l'évaporation varie selon les conditions de température et d'hygrométrie de la pièce.
A 20°C elle est d'environ une heure.

4.5.2 Caractérisation des couches 2D par MET et AFM

MET

Dans un premier temps, au début de ce travail, la caractérisation des échantillons
a été e�ectuée par microscopie électronique en transmission (MET). Les observa-
tions ont été faites avec Estela Bernstein du Laboratoire de Physique de la Matière
Condensée et Nanostructures (UMR 5586) sur un microscope Philips CM 30. Du
fait de leur épaisseur, les substrats de mica ne permettent pas de faire des obser-
vations en MET. Il faut procéder à une réplique sur carbone ce qui implique des
manipulations assez compliquées.

La première étape consiste à évaporer une couche de carbone de quelques dizaines
de nanomètres sur les échantillons. Au bout de 24 heures, durée nécessaire à la
bonne tenue mécanique du �lm de carbone, on peut transférer le �lm sur une grille
de microscopie. Le transfert consiste à séparer le �lm de carbone du substrat en
l'immergeant délicatement et progressivement dans une solution aqueuse. Le �lm
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Figure 4.11 � Cliché MET d'un réseau 2D de BMV. Le cliché montre un réseau hexagonal
très compact et bien organisé de virus. Les variations de contraste sont dues à une réparti-
tion inhomogène du colorant. L'échelle est donnée par le diamètre d'un virus D = 28nm.

de carbone, extrêmement hydrophobe, se sépare du mica et surnage, emportant la
couche de virus. La solution aqueuse dans laquelle est immergée l'échantillon contient
de l'acétate d'uranyle qui sert à colorer les virus, ces derniers étant peu contrastés en
MET comme la plupart des objets biologiques. L'acétate d'uranyle comme d'autres
sels de métaux lourds enrobe les virus dans une gangue qui met en évidence leur
contour : c'est le principe de la coloration négative (par opposition à la coloration
positive dans laquelle l'objet à observer est coloré).

Le �lm de carbone auquel est attachée la couche de virus colorée négativement
est transféré sur une grille de microscopie (grille de cuivre). La couche de virus,
prise entre le �lm de carbone et la grille de microscopie peut être observée entre
les carreaux de la grille. La �gure 4.11 montre le résultat d'observations sur une
couche de BMV. La couche de BMV est très compacte et très bien organisée. Ces
observations permettent également de véri�er l'intégrité des virus.

Les observations par MET posent néanmoins certains problèmes. Le premier est
celui de la mise en forme qui est longue et peut faire des dégâts sur les couches de
virus. Ensuite un échantillon ayant servi à la caractérisation est inutilisable pour
les expériences de di�usion de lumière puisqu'il a été transféré sur une grille de
microscopie : il faut alors se contenter d'un échantillon du même lot, préparé au
même moment et dans les mêmes conditions certes, mais dont l'état peut être très
di�érent.

AFM

Les images AFM (microscopie à force atomique) ont été réalisées par Armel
Descamps au CLAMS (Consortium de Laboratoires d'Analyses par Microscopies à
Sondes locales, INSA de Lyon) avec un AFM Digital 3100. Elles ont été e�ectuées
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en mode � tapping � avec des pointes de silicium de 15nm à une fréquence comprise
entre 270 kHz et 310 kHz 4. L'appareil utilisé n'était pas équipé pour les mesures
en phase liquide. Aucune observation n'a donc pu être e�ectuée en phase liquide.

La caractérisation des échantillons par microscopie à force atomique (AFM) pré-
sente des avantages certains par rapport à la microscopie électronique en transmis-
sion (en tout cas pour la caractérisation des échantillons que nous préparons). Elle ne
nécessite aucune mise en forme et après observation par AFM un même échantillon
peut très bien faire l'objet d'une expérience de di�usion de lumière.

La �gure 4.12 montre les résultats des observations sur un échantillon de TBSV.
Sur l'image 4.12a, on observe un réseau hexagonal compact très bien organisé formé
de billes sphériques. En bas à gauche de l'image, on peut voir un joint de grains
entre deux domaines organisés dont les axes font un angle d'environ 30°. L'AFM
donne des images tridimensionnelles de surface comme le rappelle la reconstruction
de la �gure 4.12c. Les zones plus sombres de 4.12a et d indiquent donc la présence
de dépressions dans le substrat et non l'absence de virus. Le pro�l tridimensionnel
(4.12b) à partir de l'image 4.12a (trait noir) permet d'estimer la taille des entités
(4 particules pour environ 125nm) à à-peu-près 30nm ce qui concorde bien avec
la taille du TBSV. Le pro�l est composé de bosses et de creux dont l'amplitude ne
dépasse pas quelques nanomètres. Cela montre que les virus forment un assemblage
très compact. L'image 4.12c à plus grande échelle montre la grande étendue du
réseau de virus et un joint de grain entre deux domaines bien organisés (�èches). En
bas à gauche on voit également le substrat.

La solution de BMV s'étant progressivement dégradée au cours de son stockage
prolongé, nous avons dû arrêter les expériences sur les réseaux de BMV. C'est l'uti-
lisation de l'AFM qui a permis de con�rmer l'état de la solution (�gure 4.13). Sur la
�gure 4.13 la petitesse du réseau observé ne pouvant être imputée au processus de
mise en forme de l'échantillon est bien la preuve de la dégradation de la solution-mère
de BMV.

Les couches 2D de virus sont � à plusieurs titres � des échantillons qui devraient
favoriser la di�usion inélastique de lumière par les modes de vibration de virus. Dans
ces couches très organisées de virus en arrangement compact la concentration en
virions est en e�et très proche de 100%. Il est de plus envisageable que des e�ets
de cohérence interparticules donnent lieu à une augmentation du signal inélastique
di�usé, comme dans le cas récemment observé de nanoparticules métalliques auto-
organisées sous forme de réseaux tridimensionnels [105, 106].

4.5.3 Expériences de di�usion de lumière

Couches 2D de BMV

En rétrodi�usion, les spectres Brillouin d'une lame de mica sont constitués de
manière très reproductible de trois pics : un pic très intense et polarisé à ν =
29 ± 0.2GHz et deux pics peu intenses, dépolarisés et di�ciles à résoudre l'un de
l'autre (�gure 4.14) [29]. Le premier pic correspond au mode acoustique longitudinal

4. la fréquence de résonance exacte dépend de la taille du bras de levier.
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Figure 4.12 � Clichés AFM de réseaux 2D de TBSV formés sur des lamelles de mica (voir
texte).

96



Couches bidimensionnelles

Figure 4.13 � Cliché AFM d'un réseau de BMV réalisé à partir d'une solution dégradée
de virus.

du mica (mode L), les deux autres étant attribués aux modes acoustiques transverses
T1 et T2 du mica. Le fait que les modes transverses du mica soient observables en
rétrodi�usion (ce qui est en principe interdit) est à relier à la grande anisotropie
du mica et au fait que la normale à l'échantillon ne coïncide pas avec l'axe optique
de la lentille de focalisation et de collection. Il est en e�et nécessaire de tourner la
lame de mica si on veut éviter que la ré�exion sur la surface du mica pénètre dans
l'interféromètre (�gure 4.15, en encart). La position des pics transverses T1 et T2

dépend de l'angle φ entre la normale à la lame de mica et l'axe du montage optique
et on observe que lorsque l'angle φ diminue, les pics T1 et T2 se rapprochent de la
raie élastique (�gure 4.15). La caractérisation du substrat seul est nécessaire pour
di�érencier les éventuels signaux de virus des nombreuses raies Brillouin du mica
(bien qu'elles soient �nes).

Les spectres Brillouin de couches de BMV sur mica (�gure 4.14) font apparaître
au moins une composante supplémentaire par rapport au spectre du substrat seul :
la position de ce pic est à ν = 23 ± 1.5GHz. Pour certains échantillons, un pic à
plus basse fréquence (ν ∼ 10GHz) apparaît et correspond très probablement au
liquide résiduel dans la couche de virus. Ce pic à 10GHz n'a cependant été observé
qu'en de rares occasions alors que le pic à 23GHz est très reproductible d'un échan-
tillon à l'autre. Mais la position, la largeur et l'intensité du pic à 23GHz sont assez
variables et dépendent vraisemblablement de l'état de la couche de virus et plus par-
ticulièrement de son hydratation, tributaire de paramètres que nous contrôlons mal
(comme la durée du séchage de la goutte de virus ou l'hygrométrie du laboratoire au
moment de la mesure) et de son état d'organisation. Ces considérations démontrent
la nécessité d'aménager un environnement expérimental contrôlé.

La question de la nature du mode observé à 23GHz se pose alors. Première
hypothèse : ce mode étant caractéristique d'une couche de faible épaisseur, il pourrait
correspondre à un mode de surface (modes Rayleigh ou de Love [146]). On peut
cependant dé�nitivement écarter cette hypothèse pour deux raisons : d'une part, la
position d'un mode de surface dépend de l'angle φ dé�ni plus haut. Or ce n'est pas
le cas comme illustré sur la �gure 4.15. D'autre part, ces modes ne sont observables
que pour des angles su�samment grands (φ > 30°) : pour des angles plus petits, les
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Figure 4.14 � Spectres Brillouin d'une lame de mica avec (pointillés) et sans virus (trait
plein) en rétrodi�usion à λ = 514.5nm.
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Figure 4.15 � In�uence de la variation de l'angle φ sur la position des pics du mica et de
la couche de virus. En encart : description de φ.
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modes de surface sont généralement à trop basse énergie pour n'être pas confondus
avec la raie élastique.

La deuxième hypothèse est qu'il s'agit du mode acoustique longitudinal de la
couche de virus. Cette hypothèse est renforcée par le caractère fortement polarisé
du mode (IV H/IV V = 0.14). Si c'est le cas, on peut faire une estimation (assez
grossière) de la vitesse de propagation de ce mode : vL = 3800 ± 300m · s−1 en
prenant n = 1.55.

La dernière hypothèse sur la nature du mode observé à 23GHz est qu'il s'agit
d'un mode de virus, un de ceux recherchés. D'une part le fait que la fréquence du
pic soit peu éloignée de celle estimée par le calcul pour un mode quadrupolaire va
dans ce sens. Mais d'autre part le caractère polarisé du mode va à l'encontre de
l'hypothèse d'un mode quadrupolaire.

Pour avoir une réponse claire à la question de la nature du mode, il faut donc
examiner la dépendance de la fréquence du mode par rapport au moment transféré q,
en faisant varier la longueur d'onde d'excitation ou en passant de la rétrodi�usion à
90°. Pour certains échantillons nous avons observé une augmentation de la fréquence
du pic parallèlement à la diminution de la longueur d'onde d'excitation (correspon-
dant d'après la relation (2.6) à une augmentation de q). Cette évolution semble
indiquer que le mode est de nature acoustique. Mais la grande dispersion des me-
sures et notre maîtrise imparfaite (à l'époque où ont été e�ectuées ces expériences)
de la con�guration à 90°du fait des ré�exions multiples et de la relative complexité
des échantillons (échantillons composites) font qu'à ce stade des expériences il est
di�cile de conclure catégoriquement sur la nature acoustique ou quasi-optique du
mode à 23GHz. L'étude d'autres types d'échantillons va permettre de lever cette
incertitude.

Signalons en�n que les expériences Brillouin avec un grand intervalle spectral
libre (∼ 150GHz) n'ont pas permis de détecter d'autres modes à plus hautes fré-
quences.

Couches 2D de TBSV et autres dépôts

Avec le TBSV nous avons généralisé les types d'échantillons étudiés : couches
organisées ou pas organisées, échantillons très concentrés, substrats divers (mica,
silice et alumine). Comme dans le cas du BMV, un seul pic supplémentaire a été
observé de façon reproductible, à ν = 20± 2GHz. Un exemple de spectre Brillouin
de dépôt de TBSV sur un substrat de silice est représenté sur la �gure 4.16.

Nous avons également e�ectué quelques tests sur des dépôts très concentrés (sur
substrat de silice) d'autres virus dont nous disposions en très petites quantités :
CaMV (Cauli�ower Mosaic Virus � mosaïque du chou-�eur, D = 50nm [147]),
TMV (Tobacco Mosaic Virus � mosaïque du tabac, virus de forme cylindrique,
D=18 nm et L=300 nm [56]) et TYMV (Turnip Yellow Mosaic Virus � mosaïque
du navet, D = 28nm [148]). Le dépôt de CaMV donne un pic à environ 22GHz,
celui de TMV à 19.5GHz et celui de TMV à 19.7GHz.

Par ailleurs nous avons mené une expérience de di�usion de lumière sur un �lm
de protéine, la BSA (Bovin Serum Albumin) de 1µm d'épaisseur, préparé par PLD
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Figure 4.16 � Spectre Brillouin d'un dépôt de TBSV sur une lame de silice en rétrodif-
fusion à λ = 532nm. A ν ∼ 19.0GHz, pic du dépôt de virus ; à ν ∼ 32.5GHz, pic du
substrat.

(Pulsed Laser Deposition) [149] sur un substrat de silice. Le spectre Brillouin du
�lm est représenté sur la �gure 4.17. Le spectre du �lm de protéine présente des
similitudes troublantes avec le spectre du dépôt de TBSV (�gure 4.16). Ceci ajouté
au fait que la position des pics de virus se trouvent dans un domaine de fréquence
comparable (en gros entre 19 et 23GHz), indépendamment de la taille des virus
et de leur forme indique sans aucun doute que les modes observés sont des modes
acoustiques se propageant dans le �lm ou le dépôt de virus.

Conclusions

Si l'étude approfondie des couches de virus n'a pas permis de détecter ce qui était
recherché, à savoir un mode de virus localisé, il faut néanmoins en rappeler certains
résultats intéressants.

Le premier résultat concerne l'AFM : c'est la première fois (à notre connaissance)
que cette technique est appliquée à l'observation de réseaux bidimensionnels de virus
en phase � sèche �. Les observations AFM ont permis de caractériser les réseaux de
virus et d'en apprécier la durabilité.

La fréquence des modes acoustiques observés, bien que dépendant grandement
de l'état du réseau de virus ou du dépôt, semble tout de même être reliée au virus
considéré : pour le BMV, la vitesse longitudinale dans la couche est estimée à 3800±
300m · s−1 et pour le TBSV à 3300± 300m · s−1, impliquant une di�érence dans les
paramètres élastiques des couches de virus.

En�n il faut de retenir la capacité de l'interféromètre Fabry-Pérot à mesurer des
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Figure 4.17 � Spectre Brillouin d'un �lm de protéine (BSA) en rétrodi�usion à λ =
532nm. A ν ∼ 19.2GHz, pic du �lm de protéine ; à ν ∼ 32.5GHz, pic du substrat.

signaux inélastiques d'échantillons minces : d'après les images AFM, l'épaisseur des
échantillons est inférieure au µm. Il est cependant nécessaire de mesurer avec préci-
sion l'épaisseur de ces couches (par ellipsométrie par exemple). Il reste que le seuil
de détection apparemment très bas pourrait mener à des applications intéressantes
comme l'étude des bio�lms [150].

4.6 Cristaux de virus

L'intérêt principal des cristaux réside pour nous dans le fait que ce sont les
échantillons les plus concentrés qu'il soit possible d'obtenir.

Pour obtenir des cristaux de virus (ou de protéines), il faut se placer dans des
conditions où la résultante des interactions entre particules virales est attractive, ce
qui n'est pas le cas dans les conditions physiologiques de pH et de force ionique. Ces
conditions sont atteintes pour un certain pH et des concentrations en virus et en
précipitant spéci�ques à chaque virus et bien qu'un grand nombre de virus aient été
cristallisés, aucune recette universelle n'a été trouvée.

4.6.1 Elaboration des cristaux

Sous la direction de Patrice Gouet (IBCP, Institut de Biologie et Chimie des
Protéines, Lyon) nous avons fait croître des cristaux de STMV par la méthode de
la goutte suspendue.

D'un point de vue thermodynamique, la cristallisation est le processus par lequel
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une solution sursaturée métastable atteint une énergie libre minimale par diminution
de la concentration en protéine ou en virus.

Le facteur déterminant est la solubilité de la macromolécule (protéine ou virus)
que l'on cherche à cristalliser. La solubilité dépend de nombreux paramètres tels que
la concentration de la macromolécule, le pH, la force ionique, la température etc...
Les méthodes de cristallisation reposent toutes sur le principe qui consiste à faire
diminuer la solubilité de la macromolécule jusqu'à atteindre un état de sursaturation
propice à l'obtention de cristaux, tout en évitant de faire précipiter la macromolécule
(�gure 4.18).

La méthode que nous avons utilisée pour cristalliser le STMV est la méthode de la
goutte suspendue (�gure 4.18). Dans une enceinte close (puits de cristallisation), un
équilibre s'établit par di�usion de vapeur entre la goutte contenant le virus et l'agent
précipitant et un réservoir contenant uniquement l'agent précipitant. Le processus
de di�usion des espèces volatiles (molécules d'eau et agent cristallisant) concentre
l'agent cristallisant et le virus dans la goutte, ce qui diminue la solubilité du virus et
si les conditions sont favorables provoque la nucléation de germes puis la croissance
cristalline proprement dite. La cinétique de la di�usion dépend non seulement de la
di�érence entre les concentrations de la goutte et celles du réservoir mais également
de la géométrie du système, du volume de la goutte et de la distance séparant la
goutte du réservoir.

Les conditions de cristallisation du STMV sont très bien connues [51]. L'agent de
cristallisation utilisé est une solution de sulfate d'ammonium diluée à 20% dans une
solution avec un tampon Tris HCl. La solution-mère de STMV est une solution à la
concentration 8.5mg ·ml−1, le tampon utilisé étant du sulfate de sodium à 0.025M
(pH 6.8).

On pipette dans le puits (de 20mm diamètre et 20mm de profondeur) un volume
de 700µl de solution de sulfate d'ammonium. On dépose ensuite sur une lamelle de
verre rendue hydrophobe (diamètre 22mm) 3.5µl de solution de virus et 3.5µl
de solution de sulfate d'ammonium. La lamelle est alors retournée sur le puits et
scellée avec de la graisse (�gure 4.18). Le processus est répété pour tous les puits
d'une plaque de cristallisation ce qui représente une douzaine de puits. Le kit de
cristallisation est stocké à 17°C et au bout d'une dizaine de jours on obtient des
cristaux d'aspect allongé dont la taille atteint au maximum (dans notre cas) quelques
centaines de microns.

A�n de pouvoir être utilisé pour les expériences de di�raction des rayons X ou
de di�usion inélastique de lumière, un cristal doit être transféré dans un capillaire
(�gure 4.19). Malgré la robustesse des cristaux de STMV le transfert constitue une
opération assez délicate que nous décrivons ici brièvement. Dans une goutte il y a en
général plusieurs microcristaux de taille su�sante. Un de ces cristaux est � pêché �
à l'aide d'une boucle en nylon pour être transféré dans une cupule avec une goutte
de solution prélevée dans le réservoir. Un peu de cette solution est aspirée dans un
capillaire de 0.5mm de diamètre. Son rôle est de garantir la bonne hydratation du
cristal une fois le capillaire scellé. Le cristal est ensuite aspiré dans le capillaire et
l'excédent de liquide autour du cristal est enlevé à l'aide de capillaires de plus petit
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Figure 4.18 � (a) Puits de cristallisation. (b) Diagramme de phase d'un virus ou d'une
protéine. Le trait représente l'évolution du système dans le puits de cristallisation.

diamètre (0.3 ou 0.1mm). En�n, les extrémités du capillaire sont scellées avec de
la cire. Le capillaire constitue ainsi un milieu clos dans lequel le cristal peut être
conservé pour une période assez longue.

Pour obtenir un cristal � sec �, il su�t d'ouvrir le capillaire à une extrémité
et attendre quelques jours. Le cristal ainsi obtenu est complètement débarassé du
solvant qui l'entoure ; il est cependant toujours hydraté (bien que dans une moindre
mesure) ne serait-ce qu'à cause de la présence de molécules d'eau faisant partie
intégrante du cristal de virus (molécules d'eau observables par di�raction des rayons
X [50]). Il est ensuite possible en étant extrêmement précautionneux de coller le
cristal � sec � sur une pointe très �ne (voir �gure 4.19).

Pour certaines expériences Brillouin (à 90°) il est nécessaire de contrôler un
tant soit peu l'orientation de l'échantillon. Nous avons donc préparé d'autres types
d'échantillons dans lesquels les cristaux sont pris en sandwich entre deux lamelles de
verres. Une feuille plastique très �ne dans laquelle une petite fenêtre a été découpée
joue le rôle d'espaceur (voir �gure 4.19). Il su�t alors de déposer une goutte de
solution contenant un cristal et de coller les lamelles de verres à la feuille plastique.

Remarque : nous avons également tenté de faire croître des cristaux de TYMV
(mosaïque du navet) et de TMV (mosaïque du tabac) mais sans succès pour l'instant.

4.6.2 Caractérisation des cristaux

Di�raction des rayons X Les expériences de di�raction des rayons X ont été
e�ectuées par Patrice Gouet.

Les cristaux de STMV observés par di�raction des rayons X di�ractent avec une
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Figure 4.19 � Cristaux de virus (STMV) dans un capillaire (a) ou collé sur une pointe
(b). En (c) et (d) on peut voir à petit et plus fort grandissement un cristal entre deux
lamelles de verre. Les cristaux font entre 200 et 300µm de long.
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Figure 4.20 � Observation par AFM d'un cristal de STMV sec.

bonne résolution (jusqu'à 2 Å) ce qui est la marque d'une bonne qualité cristal-
line. Les clichés de di�raction permettent également de véri�er que les cristaux de
STMV sont orthorhombiques (groupe d'espace I222) avec des paramètres de maille
quasiment identiques à ceux de la référence [50] : a = 174 Å, b = 191 Å et c = 201
Å.

Les cristaux de STMV une fois séchés di�ractent encore avec des paramètres de
maille voisins de ceux du cristal hydraté (à ±2 Å). Cela traduit la grande robustesse
des cristaux de STMV, ce que nous avons pu également véri�er par AFM (�gure
4.20).

Les cristaux de lysozyme au groupe d'espace P43212 et les expériences de DRX
donnent comme paramètres de maille : a = 79 Å, b = 79 Å et c = 38 Å. Contraire-
ment aux cristaux de STMV, les cristaux de lysozyme sont très fragiles.

AFM Les observations par AFM ont été faites uniquement sur des cristaux � secs �
(l'appareil utilisé n'est pas équipé pour les mesures en phase liquide). Ces mesures
ont permis de con�rmer les résultats de la di�raction des rayons X sur la durabilité et
la robustesse des cristaux de STMV. Sur la �gure 4.20 on peut voir les résultats d'une
observation par AFM sur un cristal � sec � plus de deux mois après son exposition à
l'air libre. Si la surface du cristal présente de nombreux défauts (craquelures, globules
semblant résulter de la dégradation des virus etc...), l'allure générale du cristal reste
bonne et l'ordre cristallin respecté.
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4.6.3 Expériences de di�usion de lumière

Conditions expérimentales

On utilise la radiation à 532nm du laser Nd-YAG. La puissance laser sur l'échan-
tillon est limitée à 10mW et on véri�e l'innocuité du rayonnement laser sur l'échan-
tillon par des mesures de di�raction des rayons X avant et après les mesures Brillouin.
Des spectres polarisés et dépolarisés sont e�ectués et plusieurs géométries sont uti-
lisées : rétrodi�usion, 90°R et 90°A (cf. B).

Les échantillons étudiés sont sous di�érentes formes : pour les expériences en
rétrodi�usion dans des capillaires, et pour les autres géométries entre des lamelles
de verre.

Estimation de n, vL et E dans les cristaux de STMV

Un spectre Brillouin caractéristique du cristal de STMV hydraté est représenté
sur la �gure 4.21. C'est un spectre à deux composantes : la première composante est
une bande étroite à ν = 8.00 ± 0.05GHz 5 que l'on peut immédiatement attribuer
à la solution tampon dans laquelle le cristal de virus baigne (liquide � intra- � et
� extra-cristallin �) en comparant ce spectre à un spectre de la solution seule ; la
deuxième bande à ν = 11.2±0.2GHz est plus large et correspond au signal du virus.
Le volume di�usant étant relativement grand (de l'ordre de 1mm3), il est di�cile
d'éliminer le signal de l'eau (en plus du fait que l'eau intracristalline donne égale-
ment du signal). Les largeurs à mi-hauteur Γ de ces bandes peuvent être déduites
d'ajustements (ou �ts) des courbes expérimentales par des lorentziennes. Elles sont
respectivement égales à 1.33± 0.07GHz et 2.69± 0.06GHz. L'étude de l'in�uence
de la polarisation sur l'intensité de ces bandes montre qu'elles sont polarisées. La
position de ces bandes dépend de plus fortement de la géométrie de di�usion, donc
du vecteur d'onde transféré ~q. Ces caractéristiques impliquent que les deux bandes
observées correspondent à la lumière di�usée par des modes acoustiques longitudi-
naux propagatifs. Il est donc possible d'estimer la vitesse longitudinale du son dans
un cristal de STMV à partir de la �gure 4.21 et des données complémentaires des
autres géométries. En e�et, d'après B, en rétrodi�usion, la fréquence ν du mode
acoustique est égale à

ν =
2nvL
λ

, (4.1)

où n est l'indice de réfraction du cristal de virus, vL est la vitesse longitudinale du
son dans le cristal et λ est la longueur d'onde d'excitation. Pour déterminer la vitesse
du son nous avons donc au préalable évalué l'indice de réfraction n par des mesures
Brillouin dans di�érentes géométries. L'utilisation de trois géométries di�érentes
(rétrodi�usion, 90°A et 90°R) permet de confronter entre elles les di�érentes mesures.
Le résultat obtenu, n = 1.55± 0.03, est comparable à ceux obtenus sur le cristal de
lysozyme [151, 31, 33]. La vitesse du son obtenue à partir de cette valeur de l'indice
de réfraction est égale à 1920± 70m · s−1.

5. les barres d'erreur � re�ètent � la statistique que l'on peut établir à partir de nos nombreuses mesures.
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Figure 4.21 � Spectres Brillouin polarisés verticalement (VV) d'un cristal de STMV hy-
draté (traits pleins) et d'un cristal de lysozyme hydraté (pointillés).
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Il est intéressant de comparer la vitesse du son obtenue pour le cristal de STMV
aux données concernant le cristal de lysozyme hydraté. La vitesse du son dans le
cristal de lysozyme déduite d'expériences avec des ultrasons (pulse echo) est égale
à 1817m · s−1 [132, 152] et a constitué la référence pour les calculs de modes de
virus en l'absence de données sur les virus. Des mesures Brillouin plus récentes sur
un cristal de lysozyme donnent une valeur de la vitesse du son égale à 2200m · s−1

(en moyenne sur les directions (110) et (001)) qui est donc très di�érente de celle
obtenue avec les ultrasons. Elle est aussi beaucoup plus élevée que celle donnée par
des mesures de microreed bending (mesures statiques). D'après [33], cette di�érence
serait imputable à une dépendance en fréquence de la vitesse du son.

La �gure 4.21 permet de comparer le spectre Brillouin d'un cristal de STMV et
celui d'un cristal de lysozyme e�ectués dans les mêmes conditions c'est-à-dire en
rétrodi�usion et sur des cristaux hydratés dans leur solution tampon. Le spectre du
cristal de lysozyme est aussi un spectre à deux composantes : la composante attribuée
à la solution tampon (superposable à celle du spectre du cristal de STMV) et la
composante provenant du cristal de lysozyme dont la position égale à 13± 0.6GHz
dépasse d'environ 15% celle du pic Brillouin du cristal de STMV. Il ne fait donc
aucun doute qu'on peut di�érencier un cristal de lysozyme d'un cristal de STMV.
De plus, la détermination de la vitesse du son dans le cristal de lysozyme donne
une vitesse de 2230m · s−1 qui est une valeur très proche de celle trouvée dans la
référence [33].

Soit Λ, le paramètre d'atténuation acoustique normalisé égal à

Λ =
πΓ

ν
(4.2)

avec Γ la largeur à mi-hauteur. On remarque que Λ est proportionnel à l'inverse
de Q, le facteur de qualité (Q = ν/Γ et Λ = π/Q). Pour le cristal de STMV
Λ est égal à 0.76 ce qui est une valeur proche de celle trouvée pour le cristal de
lysozyme hydraté [33]. Cela constitue une indication que l'atténuation des ondes
acoustiques dans les cristaux organiques hydratés relève plus de l'eau d'hydratation
des constituants du cristal que de la nature de ces constituants.

Le séchage du cristal de STMV provoque un déplacement très important (plus
de 80%) du pic Brillouin du cristal. La position du pic Brillouin est égale à ν =
20 ± 0.5GHz et donne une vitesse longitudinale du son égale à vL = 3430 ± 80m ·
s−1 ce qui correspond une fois de plus aux tendances observées pour le cristal de
lysozyme [33]. La variation de la largeur du pic Brillouin du cristal � sec � par rapport
au cristal hydraté n'est pas la même selon les échantillons observés : les valeurs de
Λ s'échelonnent en e�et entre des valeurs proches de celles du cristal hydraté et
des valeurs proches de 0.3. Cette variabilité est probablement à relier à la qualité
cristalline du cristal � sec � à l'échelle de la centaine de nanomètres qui dépend entre
autres des conditions de séchage et de la qualité du cristal de départ. Cependant
la qualité des cristaux � secs � reste bonne comme en attestent les expériences de
di�raction des rayons X et les observations par AFM.

D'après les valeurs des vitesses du son que nous avons déterminées, il est pos-
sible d'estimer la valeur du module d'Young E moyennant un certain nombre d'hypo-
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thèses. La première hypothèse est que l'anisotropie des paramètres élastiques du cris-
tal est faible, la deuxième étant que la valeur du coe�cient de Poisson σ est proche
de celle de la matière molle [67, 133].En�n on prend pour valeur de la masse volu-
mique ρ du cristal de STMV celle du cristal de lysozyme hydraté (ρ = 1.2 g · cm−3),
et on obtient pour le module d'Young E une valeur égale à 3.3GPa ce qui est en
bonne adéquation avec des mesures directes de E sur des capsides d'autres virus
(mesures d'� indentation � avec une pointe AFM [67]). Pour un cristal � sec �, le
module d'Young atteint la valeur relativement élevée d'environ 10GPa.

Remarques Lors de ces expériences nous n'avons pas pu précisément sélectionner
telle ou telle orientation cristallographique. Cependant, comme dans le cas du lyso-
zyme, les e�ets de l'anisotropie des paramètres élastiques sur la vitesse du son sont
peu importants et restent en deçà de 10%, ce que con�rme la bonne reproductibilité
de nos mesures sur des cristaux orientés di�éremment. Il reste qu'il pourrait être
intéressant d'étudier l'e�et de l'orientation sur la valeur de la vitesse du son, ce
qui pourrait être envisageable à condition de pouvoir aligner le cristal sur une tête
goniométrique en faisant préalablement aux expériences de di�usion de lumière une
expérience de di�raction.

On remarque par ailleurs que si les règles de sélection interdisent d'observer les
modes acoustiques transverses en rétrodi�usion, ces derniers devraient toutefois être
visibles dans les autres géométries. La non-observation de ces modes fait qu'il est
impossible de déterminer avec précision la vitesse transverse du son, qui est pourtant
un paramètre important dans l'évaluation des fréquences de modes de virus. A partir
de la valeur du coe�cient de Poisson on peut cependant estimer la vitesse transverse

du son puisque vT/vL =
√

1−2ν
2−2ν

.

On peut aussi légitimement s'interroger sur la signi�cation de la vitesse du son
dans le cristal hydraté de virus. Il faut probablement voir la vitesse du son dans
le cristal hydraté comme une sorte de moyenne pondérée des vitesses du son dans
le liquide, dans la coque protéique et dans le matériel génétique du virus. Quant
au cristal de virus � sec �, il convient de nuancer cette appellation puisque même
complètement déshydraté, un cristal contient encore un certain nombre de molécules
d'eau (première et deuxième couches d'eau de solvatation), étant entendu qu'il ne
s'agit pas de molécules d'eau libres.

Recherche de modes propres de vibrations de virus

Les résultats de la recherche des modes propres de vibration dans un domaine
de fréquence compatible avec les résultats des calculs théoriques (tableau 4.2) sont
présentés sur les �gures 4.22 (cristal hydraté dans un capillaire) et 4.23 (cristal sec
collé sur une pointe �ne). Ces spectres sont les résultats de plusieurs mesures faites
pour di�érents espacements des cavités Fabry-Pérot (13.9mm, 2.3mm, 1.15mm
pour le cristal hydraté et 6.9mm, 1.38mm pour le cristal sec) correspondant à
di�érents intervalles spectraux libres couvrant un domaine de fréquence compris
entre 1GHz et plus de 100GHz.
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Figure 4.22 � Spectres polarisé (trait plein) et dépolarisé (pointillés) d'un cristal de STMV
hydraté (côté anti-Stokes uniquement). Le pic à 30GHz est le signal du capillaire contenant
le cristal.
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Figure 4.23 � Spectres polarisé (trait plein) et dépolarisé (pointillés) d'un cristal de STMV
sec (côté anti-Stokes).

Pour le cristal de STMV hydraté (�gure 4.22), on observe en plus des pics de la
�gure 4.21 un pic étroit et très polarisé à ν ∼ 30GHz correspondant au signal du
capillaire (silice) contenant le cristal. Sur le spectre dépolarisé le pic du capillaire
disparaît quasiment complètement. Cependant, dans l'un comme l'autre cas, on
n'observe pas de composante supplémentaire.

Pour le cristal de STMV sec, qui constitue pourtant un échantillon a priori
idéal pour la recherche de modes de vibration particulaires de virus (voir discussion
plus bas), on n'observe pas non plus de signal supplémentaire de manière évidente.
En plus du déplacement du pic Brillouin du cristal, il existe cependant quelques
di�érences entre les deux spectres qui méritent d'être mentionnées. Premièrement,
on peut voir un épaulement sur le pic du cristal sec de virus à ν ∼ 24GHz. Ce
signal très peu intense qu'on ne peut séparer du pic du cristal (même sur le spectre
dépolarisé) peut éventuellement être attribué à la trace d'un mode quadrupolaire (si
le rapport vT/vL est inférieur à 0.25). La deuxième chose que l'on peut remarquer est
la très large � bande � quasiment plate en-dessous de 10GHz dont la présence est
di�cile à expliquer : on peut cependant l'associer aux molécules d'eau non mobiles
appartenant aux couches de solvatation du virus. En�n, la dernière chose que l'on
peut signaler est le fait que le pic du cristal de STMV sec, contrairement au pic
du cristal hydraté n'a pas un caractère très polarisé. Cela est probablement à relier
à l'inhomogénéité du cristal comme en témoigne son aspect opalescent (et donc
fortement di�usant).
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Discussion Comme mentionné plus haut (voir 4.3), on s'attend à ce que les modes
de vibration de virus soient très rapidement amortis, du moins dans l'eau, à cause
de la presque égalité entre l'impédance acoustique de l'eau et celle des virus [44, 46],
ajoutée au fait que la capside virale soit relativement perméable à l'eau [13] et
aussi à cause des e�ets de la viscosité [37]. En revanche, en plus du fait que les
cristaux de virus constituent les échantillons les plus concentrés en virus qu'il soit
possible d'obtenir, les cristaux secs de virus présentent l'avantage d'être quasiment
complètement dépourvus d'eau �mobile � certainement responsable en grande partie
du phénomène d'amortissement. A ce titre ce sont des candidats idéaux à la détection
des modes de vibration de virus.

Pour expliquer le fait qu'on n'observe pas (sans ambigüité en tout cas) de modes
de vibration de STMV, alors qu'ils sont couramment détectés dans d'autres types
de nanoparticules, plusieurs raisons peuvent être invoquées.

La première explication est aussi l'explication la plus simple : les modes de virus
(en tout cas les modes du STMV) n'existent pas. Cela tiendrait à la structure du
virus qui, bien que très compacte pour une entité biologique (comme cela a pu
être mis en évidence par les mesures AFM), ne l'est pas su�samment pour que
des mouvements cohérents puissent exister à l'échelle de tout le virus. Cela peut
provenir de la faiblesse des interactions (de type hydrophobe, liaison hydrogène
ou Van der Waals) même nombreuses entre constituants de la capside protéique
comparées aux liaisons covalentes (dans des nanobilles de silice par exemple) ou
du fait que le matériel génétique contenu dans la capside n'est pas su�samment
symétrique. Cette interprétation rejoint celle de Freddolino et al. [13] qui dans
leur étude du STMV entier par dynamique moléculaire montrent qu'il n'y pas de
mouvements cohérents à l'échelle du virus tout entier (si ce n'est le long d'une sorte
de bande équatoriale du virus). Les conclusions de Freddolino et al. sont cependant
en contradiction avec les travaux par NMA (analyse des modes normaux [7, 47, 6])
qui montrent l'existence de modes normaux pour de nombreux virus. Mais précisons
que ces travaux ne prennent en compte que la capside des virus et pas le matériel
génétique à l'intérieur. De plus, il n'existe pas à notre connaissance de travaux de
NMA concernant le STMV.

La deuxième explication serait que même dans les cristaux secs les modes de
virus sont amortis du fait de la présence des molécules d'eau liées au virus (première
et deuxième couches de solvatation). Mais cela semble peu probable si on considère
l'e�et du séchage sur les spectres à basse fréquence de protéines globulaires [153].

Une autre explication tiendrait au fait que le signal des virus est trop peu intense
parce que les modes de virus ont une amplitude faible et induisent des �uctuations
de polarisabilité trop faibles pour être détectées par di�usion inélastique de lumière.
Rappelons qu'à ce jour nos tentatives d'exaltation du signal par di�érentes tech-
niques (SERS et IUVS, voir 4.4) n'ont pas été fructueuses.

En�n la dernière explication qu'on peut trouver à la non-observation des modes
de virus est que la technique utilisée ou plutôt la longueur d'onde utilisée n'est pas
adaptée à la taille des objets observés, et ce point sera abordé dans la dernière partie
de cet exposé.
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4.7 Retour sur les solutions de virus : le cas de PBCV-1

Cette partie traite des dernières expériences en date sur les solutions de PBCV-1
(voir 4.1.1). Pourquoi se consacrer à nouveau à l'étude de solution de virus ? La
première raison en est que PBCV-1 est un très gros virus (D = 190nm, soit plus de
10 fois la taille du STMV) et ces expériences permettent donc de discuter de l'im-
portance du paramètre qD, le produit du vecteur d'onde transféré dans l'échantillon
lors d'une expérience de di�usion de lumière par le diamètre du virus. L'examen des
valeurs de qd pour di�érents virus (tableau 4.2) montre en e�et qu'avec PBCV-1 on
se trouve dans un cas favorable vis-à-vis de la condition qD > π. La deuxième raison
tient au fait qu'il est possible d'obtenir des solutions très concentrées (∼ 50mg·ml−1)
de ce virus.

La solution-mère de PBCV-1 à la concentration C = 50mg ·ml−1 a un aspect
laiteux. Cet aspect est dû à la di�usion (élastique) par les particules virales de
diamètre D = 190nm.

Sur la �gure 4.24 est représenté un spectre Brillouin polarisé de la solution de
PBCV-1 diluée 20 fois dans sa solution tampon (tampon Tris à pH 7.8). Dans ce cas
la fraction volumique en PBCV-1 est de l'ordre de 0.6%. A première vue on observe
un spectre à une seule composante dont la nature fait peu de doute : il s'agit du pic
de la solution de virus. Ce pic présente cependant une forme inhabituelle et la très
longue acquisition d'un spectre dépolarisé révèle la présence d'un deuxième signal
dans le pied basse énergie du premier (�gure 4.24). Cette deuxième composante très
peu intense et beaucoup plus large que la première est dépolarisée ce qui explique
qu'elle soit décelable uniquement dans cette con�guration.

Quelle est la nature de ce signal : mode acoustique propagatif ou mode de vi-
bration d'ensemble du virus ? Plusieurs choses plaident en faveur de la deuxième
réponse :

� le caractère dépolarisé du signal ;
� le fait que si l'on dilue encore plus la solution de PBCV-1, la contribution de
cette deuxième bande diminue ;

� les résultats du calcul des modes qui prédisent pour le pic du mode quadrupo-
laire de PBCV-1 une position proche de celle de ce pic (voir tableau 4.2).

A l'inverse si cette deuxième bande est relative à un mode propagatif, il est
di�cile de comprendre à quel type de mode propagatif elle correspond. En e�et, le
caractère dépolarisé de cette bande suggère qu'il s'agit d'un mode transverse. Or de
tels modes ne peuvent se propager dans un liquide et malgré la forte concentration
en virus, la solution étudiée conserve les caractéristiques d'un liquide. De plus, le
rapport νT/νL serait égal à environ 0.8 ce qui correspondrait à un coe�cient de
Poisson négatif (cas des matériaux auxétiques [154] comme certaines mousses de
polymères).

Pour pouvoir répondre sans ambigüité à la question de la nature de ce signal,
il est nécessaire d'entreprendre une étude de la relation de dispersion. Cette étude
est actuellement en cours et la �gure 4.25 en résume les résultats qui doivent être
considérés comme des résultats préliminaires et partiels mais néanmoins intéressants.
Pour faire varier le paramètre qD nous avons soit fait varier la longueur d'onde
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Figure 4.24 � Spectres polarisé (•) et dépolarisé (trait plein) d'une solution de PBCV-1
diluée 20 fois. Le spectre dépolarisé est le résultat d'une acquisition très longue (plus de
12h) ; le spectre polarisé a été pris en moins de 2 minutes.

d'excitation soit la géométrie de l'expérience. Sur la �gure 4.25 sont représentés trois
spectres de la solution de PBCV-1 correspondant à trois (sur les quatre étudiées)
valeurs di�érentes du paramètre qD. Les positions des di�érents pics déduites des
ajustements par des lorentziennes sont reportés en fonction de la valeur du paramètre
qD sur le graphique du bas de la �gure 4.25. La variation linéaire de la position du pic
de la solution con�rme le caractère acoustique du mode. Les points correspondants
sont sur une droite passant par l'origine et dont la pente est égale à la vitesse de
propagation du mode. A l'inverse la position de la deuxième composante varie peu
avec la valeur de qD. Le fait que la dispersion de ce mode dans l'espace des q soit
quasiment horizontale suggère que nous observons un mode de vibration localisé
dans l'espace réel associé à chaque particule virale.
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Figure 4.25 � En haut : spectres Brillouin dépolarisés de la solution de PBCV-1 diluée
20 fois pour di�érentes valeurs de qD avec leurs ajustements à deux lorentziennes. En bas
sont représentés les points correspondants dans la relation de dispersion. (•) : signal de la
solution ; (?) : signal du virus. La droite passant par l'origine (pointillés) est le meilleur �t
des (•). La première �èche pointe sur un point de la courbe qui est litigieux du fait de la
mauvaise statistique du spectre correspondant : sa position demande à être con�rmée par
des mesures supplémentaires. L'autre �èche indique la valeur maximale de qD accessible
au laboratoire. La taille des barres d'erreur est de l'ordre de la taille des symboles utilisés.
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Conclusion et perspectives

Ce travail comprend deux volets. Le premier est relatif à l'étude désormais clas-
sique par di�usion de lumière des modes de vibration a priori bien connus de na-
noparticules d'or en matrice vitreuse. Si la levée de dégénérescence engendrée par
l'anisotropie des paramètres élastiques de l'or ne fait aucun doute, les e�ets liés
à la morphologie facettée des nanoparticules métalliques semblent faire plus débat
et nécessitent donc d'être mieux appréhendés. Nous avons d'ores et déjà entrepris
l'étude de nanoparticules mixtes d'or/argent (verres de couleur ambre de la cristal-
lerie Saint-Louis). La richesse des spectres enregistrés avec le tandem Fabry-Pérot
sur ces systèmes semble déboucher sur des résultats nouveaux comme l'observation
des harmoniques des modes de nanoparticules (jusqu'à l'ordre 8 !) et con�rme la le-
vée de dégénérescence du mode quadrupolaire (�gure 4.26). La confrontation de ces
résultats avec une caractérisation aussi approfondie que possible de la morphologie
et de la qualité cristalline des nanoparticules permettra, nous l'espérons, de mieux
comprendre le rôle joué par la forme des nanoparticules. Cet aspect pourra aussi être
abordé à travers l'examen de nanoparticules aux formes très éloignées de la forme
sphérique, telles que les nano-bâtonnets d'argent contenus dans des verres étirés à
chaud et exploités commercialement pour leur fort taux de polarisation (�gure 4.27).
Des mesures exploratoires réalisées sur ce type d'échantillons au cours de ce travail
de thèse n'ont pu être menées à terme faute de temps. Les spectres obtenus à ce
moment-là ont néanmoins révélé la grande utilité du tandem Fabry-Pérot pour la
poursuite de ces travaux.

En�n, ces études sur des nanoparticules d'or et d'argent pourront être complétées
par des travaux similaires sur des systèmes métalliques moins abordés, comme les
nanoparticules de cuivre dont les propriétés de couplage avec les excitations plas-
moniques sont plus complexes du fait du rôle accru des électrons liés (transitions
inter-bandes) [110]. Les premiers essais réalisés sur des verres au cuivre de couleur
rouge produits par la verrerie Saint Just 6 semblent prometteurs.

Le deuxième volet de cette thèse concerne la recherche de modes de vibration de
virus, analogues à ceux observés couramment sur les nanoparticules solides. Nous
avons donc cherché ces modes sur un grand nombre d'échantillons di�érents et sous
diverses formes : sous forme de solution, de réseaux bidimensionnels ou de cristaux
tridimensionnels de virus. Ces recherches ont permis d'établir une première estima-
tion des paramètres élastiques des virus grâce aux spectres Brillouin des cristaux

6. http ://www.saint-gobain-glass.com/saint-just/
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Figure 4.26 � Spectres Raman basse fréquence d'un verre Saint-Louis pour di�érentes
durées de recuit à 490°C. Les lignes pointillées sont des guides.

Figure 4.27 � Image par microscopie électronique en transmission de nano-bâtonnets
d'argent (un échantillon de Polarcor 600, Corning).
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Figure 4.28 � Synthèse de réseaux tridimensionnels de nanoparticules d'or : I. Encapsi-
dation des particules d'or fonctionnalisées dans le virus de la mosaïque du brome [1].

tridimensionnels de STMV.
En dépit des nombreux résultats infructueux, ces recherches menées sur les virus

ont abouti à des résultats encourageants dans les tous derniers mois de ce travail, à
travers l'étude du PBCV-1. Les perspectives immédiates de ces travaux vont consis-
ter à étayer nos premiers résultats a�n de véri�er la nature � quasi-optique � du mode
observé. Dans un premier temps, nous envisageons de changer la nature de la matrice
liquide d'une part pour nous a�ranchir de l'aspect laiteux des solutions (défavorable
pour les expériences Raman) et d'autre part pour jouer sur l'impédance acoustique
qui contrôle l'amortissement (et donc l'observabilité) des modes de vibration des
particules virales. A ces deux égards, le glycérol s'avère être une bonne solution car
il constitue à la fois un bon liquide d'indice (suppression de l'aspect laiteux des
suspensions de PBCV-1) et il possède une impédance acoustique susceptible d'amé-
liorer le facteur de qualité des modes de virus [46]. Dans l'hypothèse où le signal
observé sur le PBCV-1 est identi�é comme un mode de nanoparticule, il conviendra
d'observer la réponse de virus de tailles di�érentes mais néanmoins su�samment
grandes pour assurer des concentrations volumiques importantes et donc générer
un signal Raman détectable. Pour les virus de plus petite taille (D < 100nm), la
voie d'exaltation du signal par e�et SERS mérite d'être plus amplement explorée.
Dans cette perspective, l'étude des cristaux de nanoparticules d'or encapsulées dans
des structures virales apparaît intéressante. Ces cristaux (�gure 1) sont synthétisés
en fonctionnalisant des nanoparticules d'or de manière à ce qu'elles puissent être
� encapsidées � dans un phytovirus (�gures 4.28). Les propriétés d'auto-assemblage
des virus sont ensuite exploitées pour produire des supracristaux tridimensionnels
(�gure 4.29).

Ces systèmes présentent un triple avantage : celui de pouvoir étudier simultané-
ment le signal propre aux capsides virales (susceptible d'être exalté par les c÷urs
d'or), le signal des nanoparticules métalliques et éventuellement les propriétés de
couplage interparticule résultant de l'assemblage supracristallin. Ces échantillons
représentent en quelque sorte la synthèse des di�érents thèmes abordés au cours de
ce travail de thèse.
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Figure 4.29 � Synthèse de réseaux tridimensionnels de nanoparticules d'or : II. par auto-
organisation du virus de la mosaïque du brome [1].
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Annexe A

Quasi-équivalence

Comment les virus élaborent-ils des capsides de plus grande taille que celle du
STMV (virus satellite de la mosaîque du tabac, D = 17nm) ? Utiliser des sous-
unités protéiques plus grandes n'est pas la meilleure solution : l'augmentation en
volume de la capside ne compense ni son épaississement ni l'augmentation en taille
du génome qui doit coder pour des protéines de structure plus grandes.

Un moyen qui semble à première vue plus compliqué mais qui se révèle être �-
nalement plus économique consiste à assembler plus de sous-unités. La �gure A.1
montre comment construire à partir d'un réseau hexagonal plan un icosaèdre dont
les 20 faces portent 60 unités asymétriques équivalentes, ce qui signi�e que toutes ont
exactement le même environnement, donc interagissent de la même manière entre
elles. En 1962, Caspar et Klug [155] remarquèrent qu'il est possible de construire
des polyèdres plus compliqués en transformant certains sommets d'ordre 6 du ré-
seau hexagonal plan en sommets d'ordre 5 (�gure A.1). Avec 12 sommets d'ordre 5
(comme les 12 sommets de l'icosaèdre) répartis de manière régulière, on obtient une
surface fermée possédant la symétrie de l'icosaèdre. Pour caractériser ces polyèdres,
Caspar et Klug introduisirent T , le nombre de triangulation qui correspond à la tri-
angulation par des sous-unités d'un réseau à symétrie icosaédrique sur une sphère.
La �gure A.1 montre à deux dimensions la signi�cation de T : l'icosaèdre T = 1 (a)
est triangulé par un seul triangle de réseau élémentaire, tandis qu'il est aisé de voir
que les icosaèdres T = 3 (b) et T = 4 (c) sont triangulés par respectivement trois et
quatre triangles.

Le nombre T n'est pas quelconque, il est égal au carré de la distance entre
deux sommets d'ordre 5 voisins, l'unité étant le côté de la maille hexagonale. T =
h2 + hk + k2 avec h et k les coordonnées dans le réseau hexagonal du plus proche
voisin d'ordre 5 par rapport au sommet pris comme origine. Les valeurs prises par
T sont égales à 1, 3, 4, 7, 12, 13...

Prenons l'exemple de capsides T = 1 et T = 3. Le volume de la capside T = 3 est
à-peu-près égal à huit fois et demie le volume de la capside T = 1. En multipliant
par trois le nombre de sous-unités, qui rappelons-le sont identiques, le volume varie
grosso modo comme 23. Remarquons que certains virus T = 3 comme le virus de
la Mosaïque du Brome (BMV, Brome Mosaic Virus) peuvent former dans certaines
conditions des capsides T = 1 [66, 123].
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Figure A.1 � Construction par découpage d'un réseau hexagonal d'icosaèdres T = 1 (a),
3 (b), 4 (c) et 7 (d). Les découpages du tétraèdre (T) et de l'octaèdre (O) sont également
indiqués (d'après [3]).
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FigureA.2 � Arrangement des sous-unités asymétriques � schématisées par les virgules �
sur des sphères de réseau icosaédrique T = 1 (a) et T = 3 (b) [18].

L'arrangement des sous-unités est illustré par la �gure A.2 dans laquelle les sous-
unités protéiques sont représentées par des virgules. Les 60 sous-unités de la capside
T = 1 sont toutes équivalentes. Les 60T = 180 unités de la capside T = 3 ne sont plus
exactement équivalentes et se répartissent en trois catégories : A, B et C. Dans le cas
des sous-unités de type A et B par exemple, il y a de petites di�érences de conforma-
tion dues au fait que les sous-unités A sont regroupées autour d'axe d'ordre 5 tandis
que les sous-unités B interagissent localement autour d'axes d'ordre 6 (queues des
sous-unités). Caspar et Klug [155] �rent l'hypothèse que dans le cas de virus pos-
sédant plus de 60 sous-unités identiques chimiquement, ces sous-unités protéiques
seraient su�samment �exibles pour subir de légers changements de conformation
permettant de s'adapter à ces petites di�érences d'environnement de contact entre
sous-unités. Cette hypothèse constitue la théorie de la quasi-équivalence.

La capside d'un grand nombre de virus est structurée selon le principe de quasi-
équivalence [19] (�gures 1.2, A.4 et A.5). Parmi ceux que nous avons étudiés, citons
le BMV T = 3 [66, 123] déjà évoqué, mais aussi le virus du �étrissement du plant
de tomate [121, 122] (TBSV, Tomato Bushy Stunt Virus) T = 3 et l'adénovirus
T = 25.

Les �gures A.4 et A.5 montrent que d'un virus à l'autre la morphologie de la
capside peut être très di�érente. Il est d'ailleurs souvent à première vue di�cile
de véri�er si une capside possède la symétrie icosaédrique, même si un examen à
plus haute résolution permet de le con�rmer. La capside semble faite de bosses
et de creux plus ou moins nombreux, répartis de manière di�érente selon le virus.
Ces bosses correspondent en fait à des parties de sous-unités proéminentes qui se
regroupent autour d'axes locaux de symétrie. Ces unités morphologiques sont en
nombre variable : si ce sont des dimères comme pour le TBSV[121, 122], il y en a
30T , si ce sont des trimères, 20T et il y a 10(T − 1) + 12 pentamères/hexamères
pour le BMV[66, 123] par exemple (�gure A.3).
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A. Quasi-équivalence

Figure A.3 � Agencement des unités morphologiques pour deux virus de T = 3, par
dimères pour le TBSV (à gauche) et par pentamères/hexamères pour le BMV (à droite)[14].
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Figure A.4 � Exemples de virus isométriques (voir aussi planche suivante) : reconstruc-
tions tridimensionnelles à partir de clichés de cryomicroscopie électronique.
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Figure A.5 � Exemples de virus isométriques (suite).A titre de comparaison, le monomère
d'une protéine, la bactériorhodopsine est représenté [19].
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Annexe B

Géométries de di�usion utilisées

La �gure B.1 décrit les di�érentes géométries que nous avons utilisées au cours
de nos expériences Brillouin.

Pour des échantillons dont l'indice de réfraction est � isotrope � (échantillons non
biréfringents), l'équation (2.6) permet de calculer la valeur de q, le moment transféré
au cours du processus de di�usion inélastique de lumière et de ν le déplacement
Brillouin :

q =
4πn

λ0

sin
θ

2
et ν =

ω

2π
=
vq

2π
=

2nv

λ0

sin
θ

2
(B.1)

où n est l'indice de réfraction du matériau, λ0 la longueur d'onde de la radiation
incidente, θ l'angle entre ~k0 et ~k, ν le déplacement Brillouin et v la vitesse du son.

Rétrodi�usion

q180 =
4πn

λ0

et ν180 =
2nv

λ0

. (B.2)

90 °

q90 =
4πn

λ0

√
2

2
et ν90 =

nv
√

2

λ0

. (B.3)

90°A

D'après la loi de Snell-Descartes pour la réfraction, θ = 2r où r = arcsin(
√

2
2n

).
Donc

q90A =
4π

λ0

√
2

2
et ν90A =

v
√

2

λ0

. (B.4)

Dans ce cas ni le moment transféré ni déplacement Brillouin ne dépendent de
l'indice de réfraction du matériau considéré.
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Figure B.1 � Di�érentes géométries de di�usion.(a) 90°, (b) rétrodi�usion, (c) 90°A, (d)
90°R. V volume di�usant ; Ech échantillon ; ~k0 et ~k vecteurs d'onde incident et di�usé ; ~q
moment transmis à l'échantillon.
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90°R

Dans ce cas θ = π − 2r. Il su�t alors de remarquer que sin(π/2 − r) = cos r =√
1− sin2 r et on obtient alors

q90R =
4πn

λ0

√
4n2 − 2

4n2
et ν90R =

v
√

4n2 − 2

λ0

. (B.5)

En toute rigueur l'utilisation des géométries 90°R et 90°A requiert un échantillons
à faces parallèles.

Rapports entre déplacements Brillouin

Les rapports entre les déplacements Brillouin sont donc égaux à :

ν180

ν90

=
√

2 (B.6)

ν180

ν90A

= n
√

2 (B.7)

ν180

ν90R

=
2n√

4n2 − 2
(B.8)

Estimation de l'indice de réfraction du verre Saint-Louis

En faisant une série de mesures dans les géométries adéquates, il est donc possible
d'évaluer l'indice de réfraction d'un échantillon transparent.

La �gure B.2 représente des spectres Brillouin du verre dopé à l'or (verre Saint-
Louis) dans deux géométries di�érentes à 90 °et 90 °A. A 90 °, la fréquence du pic
Brillouin est égale à ν90 = nv

√
2/λ et à 90 °A à ν90A = v

√
2/λ. La connaissance de

ν90 et ν90A permet donc de remonter à la valeur de n l'indice de réfraction du verre.
D'après les relations (B.8), on a

n =
ν90

ν90A

=
19.72

12.36
' 1.59. (B.9)
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Figure B.2 � Spectres Brillouin de l'échantillon Saint-Louis recuit à 490 °C pendant 1h
pris à 90 ° (symboles verts) et 90 °A (symboles bleus). Les traits pleins représentent les
ajustements du pic longitudinal dans les deux géométries.
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Annexe C

La ligne de di�usion UV inélastique
(IUVS)

La ligne de di�usion UV inélastique [156, 17] à ELETTRA (Trieste, Italie) est
construite sur le principe d'un simple monochromateur à réseau (�gure C.1). Le
point source de la ligne est un onduleur [157] de 4.5m délivrant au point échan-
tillon après monochromatisation un �ux d'environ 1012 photons/s. Le rayonnement
incident polychromatique est monochromatisé par un premier réseau (montage de
Czerny-Turner) avec une résolution ∆E/E ∼ 10−6 (�gure C.1, en encart). Après dif-
fusion par l'échantillon, le faisceau est dispersé par un second monochromateur (ana-
lyseur) et collecté par une caméra CCD. Outre le faisceau UV issu du synchrotron
dont la longueur d'onde peut être ajustée entre 110nm et 240nm (11−5 eV ), la ligne
peut fonctionner avec une source externe laser de longueur d'onde �xe λ = 244nm.
Dans ce cas, le premier étage dispersif n'est pas utilisé.
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C. La ligne IUVS
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Figure C.1 � Schéma de la ligne de di�usion inélastique d'UV à ELETTRA. En encart,
la fonction de résolution du monochromateur.
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Annexe D

Abréviations utilisées

Tandem FP interféromètre Fabry-Pérot multipassage

FP Fabry-Pérot

ISL intervalle spectral libre

IUVS Inelastic Ultraviolet Scattering

BMV Brome Mosaic Virus

STMV Satellite Tobacco Mosaic Virus

TBSV Tomato Bushy Stunt Virus

TMV Tobacco Mosaic Virus

PBCV-1 Paramecium Bursaria Chlorella Virus 1

ADN acide désoxyribonucléique

ARN acide ribonucléique

AFM microscopie à force atomique

DRX di�raction des rayons X

MET Microscopie Electronique en Transmission

NMA Normal Mode Analysis

DO densité optique
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Modes de vibration de nano-objets :

des nanoparticules métalliques aux virus biologiques

Comparée à leur structure généralement très bien caractérisée, la dynamique collective des nano-
objets est assez mal connue. En une vingtaine d'années, la di�usion inélastique de lumière est
devenue un outil puissant dans l'étude de la dynamique des nano-objets.
Ce travail traite de la transposition de cette technique habituellement appliquée à l'étude des
modes propres de vibration de nanoparticules solides à la recherche de modes similaires chez leur
équivalent biologique, les virus.
Nous revenons dans un premier temps sur les expériences Brillouin (ou Raman basse fréquence) sur
des verres dopés à l'or et discutons de l'utilité du tandem Fabry-Pérot en particulier par l'apport
de la haute résolution dans la détection des levées de dégénérescence associées à l'anisotropie des
paramètres élastiques des nanoparticules d'or facettées.
La deuxième partie de ce travail est consacrée à la recherche de modes de vibration d'ensemble sur
des virus à morphologie sphérique à travers l'étude de di�érents types d'échantillons : solutions,
couches bidimensionnelles et cristaux tridimensionnels de virus. Cette partie rend compte d'une
première détermination des constantes élastiques globales d'un cristal de phytovirus. Alors que
pour les virus de petite taille (15− 30nm) aucune preuve indiscutable de l'existence d'un mode de
vibration de virus n'a pu être trouvée, pour un virus de plus grande taille (∼ 200nm), un signal
s'apparentant à un mode de vibration de virus a été observé.

Vibration modes of nanoparticles : from metallic clusters to viruses

Compared to their structure which is in general very well characterized, the collective dynamics
of nano-objects are quite poorly documented. Over the last two decades, inelastic light scattering
has become a powerful tool in studying the dynamics of nano-objects.
This work is about the application of this technique usually dedicated to the study of the vibration
eigenmodes of solid nanoparticles (metallic clusters, silica nanospheres) to the investigation of
similar modes in their biological counterparts, i. e. viruses.
The �rst part of this work deals with the Brillouin (or low frequency Raman) experiments on gold
nanoparticles embedded in glasses. The advantage of using the Tandem Fabry-Pérot Interferometer
is then discussed : thanks to the high resolution of this setup, it is possible to observe the lift of
degeneracy associated with the elastic anisotropy of the faceted gold nanoparticles.
In the second part of this work we try to investigate the overall vibration modes of sphere-like
viruses through the study of di�erent kinds of samples : solution, two-dimensional layers and
three-dimensional virus crystals. The search for this modes leads to a �rst estimate of the elastic
constants of a phytovirus crystal. For small viruses (15−30nm), no �rm evidence of eigenmodes is
found, while for a bigger virus (∼ 200nm) we observe a signal which could be related to a vibration
mode of the virus.
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