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Introduction

La seule et unique distinction entre un simple morceau de charbon et un diamant pur
provient de 'organisation structurale des atomes de carbone qui les composent. Les lois de
la physique autorisant la manipulation et le positionnement d’atomes individuels, la struc-
turation de la matiére aux échelles atomique et moléculaire pourrait permettre une révolu-
tion dans des domaines aussi variés que la médecine, I’écologie, I'espace, la fabrication, la
nourriture et 'armement. Cette supposée révolution nécessite cependant le développement
de nouveaux outils technologiques et en particulier des outils d’optique de pointe. En effet,
la caractérisation et la manipulation d’objets quantiques peuvent étre effectuées en utilisant
des techniques expérimentales dans la gamme des fréquences optiques. Dans ce contexte,
les techniques de sondage d’objets biologiques par méthodes optiques ont connu un déve-
loppement considérable au cours des dix derniéres années, conduisant a ’avénement d’un
domaine de recherche a la frontiére entre I'optique, la photonique, la chimie et les sciences
du vivant : la biophotonique. L utilisation d’un rayonnement optique en biologie permet a
I’heure actuelle I’étude non-invasive des propriétés du vivant a 1’échelle nanométrique. En
particulier, le suivi de réactions biologiques au niveau d’une molécule individuelle présente
un intérét majeur dans le domaine de I'analyse biomédicale car il pourrait permettre la
détection de mutation ponctuelle de ’ADN et le dosage de protéines non-fonctionnelles. En
dépit du développement de contrastes optiques ne nécessitant aucun marquage tels que la
génération de second harmonique ou la diffusion cohérente Raman anti-Stokes, le contraste
de fluorescence demeure le plus répandu pour détecter des molécules individuelles grace a
sa haute sensibilité de détection et sa simplicité de mise en oeuvre.

Parmi les différentes méthodes d’analyse de molécules en solution existantes, la spectrosco-
pie de corrélation de fluorescence (ou FCS pour Fluorescence Correlation Spectroscopy),
introduite en 1972 par Madge, Elson et Webb [1], est sans doute la technique la plus effi-
cace pour réaliser des études moléculaires dans des milieux peu concentrés avec une grande
résolution spatio-temporelle. La quantité d’informations accessible par FCS donne accés a
une large gamme de processus, dont les temps caractéristiques s’étendent de quelques nano-
secondes jusqu’a la seconde. En particulier, les phénoménes de diffusion, les concentrations
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locales, la brillance des molécules, les vitesses d’association moléculaires, le temps de vie
des états triplet peuvent étre explorées par spectroscopie de corrélation de fluorescence [2].
Malgré 'efficacité des techniques de spectroscopie de molécules uniques, celles-ci demeurent
limitées par deux phénoménes. D’une part, la détection de molécules individuelles est res-
treinte & des gammes de concentrations moléculaires inférieures au nanomolaire [3] du fait
des limites de diffraction optique inhérentes a tout systéme de microscopie optique en
champ lointain. I.’analyse dynamique de molécules individuelles dans des solutions forte-
ment concentrées, comme c’est le cas a I'intérieur des cellules vivantes, impose la réduction
des volumes de détection sous les limites de diffraction optique. Les techniques de détection
de molécules individuelles sont de plus limitées par le faible niveau de signal de fluores-
cence émis par molécule, ce qui restreint le choix des marqueurs fluorescents et nécessite
des temps d’intégration des expériences élevés [4]. Si différentes méthodes optiques (TIRF,
STED, NSOM, ...) peuvent étre utilisées pour améliorer la détection de molécules fluores-
centes en solution, les confinements des champs électromagnétiques et 'amélioration de
lefficacité de détection apportées par ces techniques sont insuffisants. Pour ces raisons,
nous montrerons dans le chapitre 1 que l'utilisation de nano-antennes optiques s’avére in-
dispensable pour réduire efficacement les volumes d’analyse au-dela des limites imposées
par la diffraction et exalter le taux de fluorescence par émetteur.

Le concept d’antenne optique, par analogie aux micro-ondes, est un concept physique qui
n’a été introduit que trés récemment en optique [5]. Une nano-antenne optique est un sys-
téme qui permet de convertir un rayonnement optique propagatif en espace libre en énergie
localisée et réciproquement |6, 7|. Les récentes démonstrations expérimentales sur 1’exalta-
tion de fluorescence par des diméres de nano-triangles métalliques [8] et sur le controle de
la directivité d’un émetteur unique par une nano-antenne Yagi-Uda [9] ont constitué des
avancées majeures dans le domaine des nano-antennes optiques. Les propriétés physiques
de ces antennes optiques dépendent essentiellement de leur nature, leurs tailles et leurs géo-
métries. Pour ces raisons, leur caractérisation expérimentale est essentielle car elle permet
d’en améliorer le design et d’amplifier leurs réponses optiques. L’élaboration de structures
optimisées conduit & un fort confinement des champs électromagnétiques incidents et a une
exaltation du taux de fluorescence par molécule.

Ce travail de thése se positionne en amont des applications de détection exaltée de mo-
lécules fluorescentes dans des volumes sub-longueur d’onde. Celui-ci a en partie consisté
au développement de différentes techniques de caractérisation expérimentale des propriétés
de nano-antennes optiques. La principale technique de caractérisation d’antennes optiques,
qui sera présentée dans le chapitre 2, consiste & combiner des études de spectroscopie de
corrélation de fluorescence et des mesures de temps de vie de fluorescence. Cette procédure
de caractérisation de fluorescence permet de déterminer le poids relatif des contributions
des gains sur lintensit¢ d’excitation et sur 1’émission participant a l’exaltation globale
de fluorescence moléculaire. Bien que trés puissante, cette procédure nécessite des temps
d’expérimentation assez importants. C’est pourquoi, deux méthodes alternatives rapides
(quelques secondes) de sondage des exaltations de champs électromagnétiques seront pré-
sentées au chapitre 6. La premiére d’entre elles consiste a suivre la dynamique temporelle
d’états multiexcitoniques de boites quantiques semi-conductrices dans le but d’obtenir des
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informations sur le renforcement local d’excitation au voisinage d’une nano-antenne. La
seconde méthode, appelée spectroscopie sous saturation de fluorescence, exploite les pro-
priétés intrinséques de non-linéarité du processus de fluorescence.

Les techniques de caractérisation de fluorescence développées ont permis d’étudier différents
types d’antennes optiques. Nous verrons dans le chapitre 3 que des microsphéres diélec-
triques illuminées par faisceau Gaussien focalisé permettent de confiner la lumiére dans des
volumes sub-longueur d’onde (réduction d’un ordre de grandeur du volume de détection
sous la limite de diffraction) et d’exalter la fluorescence moléculaire sous excitation & un
(gain &7.5) et deux photons (gain ~10) des émetteurs diffusant au voisinage de ces objets.
Pour atteindre des réductions de volume et des gains de fluorescence plus élevés, I'utilisa-
tion de nano-antennes plasmoniques s’avére étre nécessaire. En effet, les nano-ouvertures
métalliques que nous présenterons dans le chapitre 4 permettent d’atteindre des volumes
d’analyse de quelques centaines de zeptolitres (1072!L), soit une réduction de trois ordres
de grandeurs au-dela des limites de diffraction optique, et d’augmenter le taux de fluores-
cence par émetteur d’un facteur 25. De la méme maniére qu’avec une antenne Yagi-Uda [9],
un controéle de la fluorescence moléculaire peut étre obtenu en structurant un réseau de
sillons périodiques autour d’une simple nano-ouverture comme il sera montré au chapitre 5,
avec des exaltations de fluorescence supérieures a un facteur 100. Enfin, les applications en
biophotonique des nano-antennes étudiées seront présentées dans le chapitre 7.






CHAPITRE 1

Introduction aux notions d'exaltation et de contrdle de fluorescence
moléculaire par des nano-antennes optiques

Les techniques de spectroscopie de molécules uniques permettent d’accéder a des infor-
mations qui sont habituellement masquées dans des moyennes d’ensemble sur des milliers
de molécules. La fluorescence est de loin le contraste le plus sensible pour détecter des
molécules individuellement. Les méthodes de spectroscopie de fluorescence sont en général
implentées sur des montages de microscopie confocale. Comme toutes les techniques de
microscopie en champ lointain, le volume d’analyse confocal est limité par le phénomeéne
de diffraction optique, et ne permet pas la détection de molécules individuelles dans des
solutions fortement concentrées. D’autre part, le faible signal de fluorescence émis par une
molécule individuelle nécessite des temps d’intégration expérimentaux assez longs pour ob-
tenir un rapport signal sur bruit correct. Aprés une introduction sur les différentes méthodes
optiques existantes pouvant étre utilisées pour contourner ces limites, nous montrerons qu’il
faut se tourner vers le domaine des nano-antennes optiques pour confiner efficacement les
champs optiques dans des volumes sub-longueur d’onde et exalter fortement les signaux de
fluorescence moléculaire.
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1.1 Principes généraux de fluorescence moléculaire

1.1.1 Introduction a la luminescence

La luminescence est un terme introduit en 1888 par le physicien allemand Wiedemann
pour désigner une émission lumineuse dont ’origine n’est pas purement thermique, par
opposition & l'incandescence. Les phénoménes de luminescence peuvent étre classés selon
leur mode d’excitation. En particulier, on parle de photoluminescence lorsque I'excitation
s’effectue par voie optique et 'on distingue deux types de photoluminescence : la fluo-
rescence et la phosphorescence. Les échelles de temps caractéristiques relatifs a ces deux
processus, dont 1'origine est directement liée aux niveaux électroniques impliqués lors des
transitions radiatives, sont a la base de leurs distinctions. En effet, le phénoméne de fluo-
rescence est caractérisé par un temps de relaxation radiative de I'ordre de la nanoseconde,
alors que ce temps caractéristique est supérieur a la milliseconde pour le phénomeéne de
phosphorescence.

1.1.2 Quantification des niveaux d’énergie dans une molécule

Dans l'approximation de Born-Oppenheimer, on considére que 'on peut découpler le

mouvement des électrons de celui des noyaux, en estimant que leur mouvement est beau-
coup plus lent que celui des électrons. Une des conséquences directe de cette approximation
est que I'énergie totale d’un molécule est la somme des ses énergies électronique, vibration-
nelle et rotationnelle, toutes ces énergie étant quantifiées comme illustré en Figure 1.1.
Les états électroniques singulets sont notés Sy, S et 'état triplet est noté T;. Un état dit
singulet est un état pour lequel les électrons sont appariés, ce qui conduit a une multipli-
cité M =1. La multiplicité M est une mesure de la dégénerescence des fonctions d’onde
électroniques et elle est définie comme M = 25 + 1, S étant le moment de spin total des
électrons mis en jeu. Pour un état singulet, les éléctrons étant appariés, les spins prennent
respectivement les valeurs s = {1/2, —1/2}, ce qui conduit a une multiplicité M =1. Pour
un état triplet, les électrons étant non appariés, les spins prennent les couples de valeurs
s ={1/2,1/2} ou s = {—1/2,—1/2}, la multiplicité vaut donc M = 3.
Les transitions électroniques (comme la transition Sy — Si), qui représentent le passage
d’un électron d’un niveau d’énergie & un autre, ont des énergies comprises entre 1 eV (do-
maine visible) et 10 eV (domaine des ultra-violet). Chaque état électronique est associé a
un sous-ensemble de niveaux vibrationnels qui sont caractéristiques des modes de vibration
de la molécule. Les transitions entre niveaux vibrationnels ont des énergies de 'ordre de
107! eV (domaine des infra-rouges) pour des molécules hétéroploaires. Bien qu’ils ne soient
pas représentés, chaque état vibrationnel est en soi associé & une multitude d’états rota-
tionnels qui caractérisent le mouvement de rotation de la molécule autour de son centre de
gravité. Les transitions entre niveaux rotationnels ont des énergies de 'ordre de 1073 eV
(domaines des micro-ondes) pour des molécules hétéropolaires.
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FIGURE 1.1 — Niveaur d’énergie électroniques et wvibrationnels d’une molécule. Selon le
principe de Franck-Condon, une transition électronique se produit sans changement des
positions des noyaux dans [’entité moléculaire : les transitions sont donc verticales.

1.1.3 Reégles de sélection

On distingue deux régles de sélection pour les transitions d’absorption : les transitions
interdites pour des raisons de spin et les transitions interdites pour des raisons de symétrie.
Les lois de sélection de spin stipulent que les transitions entre deux états de multiplicité
différentes sont interdites. Une conséquence calculatoire immeédiate de cette régle est que
la variation de multiplicité de spin AS entre les niveaux impliqués doit étre nulle pour
que la transition considérée soit autorisée. De ce fait, les transitions de type singulet-
singulet ou triplet-triplet sont autorisées (car AS =0), alors que les transitions de type
singulet-triplet ou triplet-singulet sont interdites (car AS #0). Cependant, le couplage
spin-orbite permettant l'intéraction entre des fonctions d’onde de multiplicité différente, il
existe une faible (mais non négligeable) probabilité de transition entre un état singulet et
un état triplet. En particulier, le croisement intersystéme (passage d’'un état singulet vers
un état triplet) est rendu possible grace au couplage spin-orbite. Les considérations sur
les transitions interdites pour des raisons de symétrie font quant a elles appel a la théorie
des groupes et dépassent le cadre de cette thése. On précisera cependant qu’'une transition
interdite pour des raisons de symétrie peut étre observée lorsque les vibrations moléculaires
provoquent des écarts par rapport a la symétrie parfaite.
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FIGURE 1.2 — Diagramme de Jablonski représentant les états électroniques d’une molécule
et les transitions entre ces états.

1.1.4 Transitions radiatives et non radiatives entre états électro-
niques

Le diagramme de Jablonski (Figure 1.2), nommé d’aprés le physicien Alexandre Ja-
blonski, permet de visualiser les différents processus mis en jeu au cours des transitions
entre états : absorption d’un photon, conversion interne, fluorescence, croisement inter-
systéme, phosphorescence ... L’axe vertical est un axe en énergie, tandis que les états
sont groupés horizontalement selon leur multiplicité de spin (de la méme maniére que la
Figure 1.1). Les transitions radiatives sont symbolisées par des fleches droites et les tran-
sitions non-radiatives par des fléches ondulées. I’état vibrationnel fondamental de chaque
état électronique est représenté par une ligne épaisse et les autres états vibrationnels par
un ligne fine. L’absorption d’'un photon incident peut porter une molécule dans I'un des
états vibrationnel de Sy, S5, ... Nous allons & présent décrire les processus de relaxation
qui s’ensuivent.

Conversion interne

Les processus de conversion interne correspondent & des transitions non radiatives entre
deux états de méme multiplicité (exemple : transition Sy — S; en Figure 1.2) ou a la re-
laxation d’un état vibrationnel excité vers ’état vibrationnel fondamental du méme niveau
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électronique (exemple : transition Sy ,—5 — S .- en Figure 1.2). Lorsque la molécule est
portée vers un niveau vibrationnel excité du premier état excité S; aprés absorption d’un
photon incident, la relaxation vibrationnelle conduit 1’électron vers le niveau vibrationnel
0 de ’état excité S; en 107 a 107! s. Cette régle empirique, qui porte le nom de loi de
Kasha, est basée sur le fait que les processus de relaxation vibrationnelle sont bien plus
rapides que tout autre processus de relaxation.

Fluorescence

L’émission de photons qui accompagne la relaxation S; — Sy est appelée fluorescence.
Malgré le fait que I’émission d’un photon soit un processus aussi rapide que ’absorption
(1071% s), la durée de vie moyenne de la molécule dans I'état excité S; varie entre 10710 et
107 s. En raison de la perte d’energie par relaxation vibrationnelle lors des processus de
conversion interne, le spectre d’émission de fluorescence est situé a des longueurs d’ondes
plus élevées que le spectre d’absorption. Le décalage entre les pics d’absorption et d’émission
de fluorescence est appelé déplacement Stokes. La section efficace d’absorption a un photon
o est de 'ordre de 1071% c¢m? pour des sondes fluorescentes organiques standards.

Relaxation non radiative et quenching

Le passage S; — Sy peut également s’effectuer de maniére non radiative, c’est a dire
sans émission de photons. D’autre part, il existe une autre forme de relaxation non-radiative
appelée quenching et que I'on peut scinder en deux catégories : le quenching dynamique
et le quenching statique. Le quenching dynamique trouve son origine lors des collisions
intermoléculaires ot I'énergie électronique est convertie en énergie cinétique et de vibration.
Le quenching statique est observé lors de la formation de complexes non fluorescents.

Croisement intersystéme et phosphorescence

Le croisement intersystéme est une transition non radiative entre deux niveaux vibra-
tionnels impliquant des états électroniques de multiplicités différentes. Comme il peut étre
remarqué en Figure 1.2, une molécule dans I’état vibrationnel fondamental de I'état excité
S, peut étre amenée vers le niveau vibrationnel isoénergétique de 1’état triplet 77, avant
d’étre conduite, aprés relaxation vibrationnelle, dans I’état vibrationnel de plus basse éner-
gie de T7. Bien qu’en principe interdit par les régles de sélection de spin, le passage S1 — T}
(dont la durée varie entre 1072 et 1077 s) peut entrer en compétition directe avec les pro-
cessus de relaxation de S; — 5.

A température ambiante, la passage de T} — Sy est dominé par des effets non radiatifs. En
effet, la probabilité de relaxation radiative depuis 717 est faible puisque la transition est en
principe interdite. Une conséquence directe est que la relaxation radiative lors du passage
Ty — Sy, appelée phosphorescence, est caractérisée par une constante de vitesse radiative
au moins 1000 fois plus faible que pour la transition radiative S; — Sy. La durée de vie
de I'état excité T} varie entre 107% et 1 s. D’un point de vue spectral, la phosphorescence
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est située a des longueurs d’onde plus grandes que la fluorescence, car I’état triplet T est
énergétiquement plus faible que I'état singulet Sj.

Fluorescence aprés absorption biphotonique

Une molécule peut également étre portée dans un état électronique excité (S, So, ...)
aprés absorption non-linéaire de deux (ou plus) photons incidents. Pour que ce processus
d’absorption biphotonique soit efficace, les deux photons incidents doivent étre vus par la
molécule dans une fenétre temporelle de A7 ~1071° s, nécessitant en pratique 1'utilisation
d’une source laser impulsionnelle femtoseconde. La relaxation depuis I'état excité aprés
absorption biphotonique s’effectue de la méme maniére que dans le cas de ’absorption mo-
nophotonique. La section efficace d’absorption a deux photons étant beaucoup plus faible
celle d’absorption a un photon (o9p ~107cm*s/photon), le signal de fluorescence émis
aprés absorption biphotonique est trés faible comparé au cas d’une excitation monophoto-

nique.

1.1.5 Propriétés d’un émetteur fluorescent

Les propriétés d’émission d’'une molécule ne sont pas intrinséques mais au contraire
dépendent fortement de I'environnement local. Nous allons dans cette section préciser les
caractéristiques importantes d’un émetteur fluorescent et discuter des effets de ’environ-
nement sur les propriétés d’émission de fluorescence.

Durée de vie des états excités

Nous noterons les constantes de vitesses des différents processus de relaxation a partir
de S; de de la maniére sulvante :

kS : constante de vitesse pour la relaxation radiative S; — Sy (fluorescence).

k5 : constante de vitesse pour les relaxations non radiatives S; — Sy comprenant la
conversion interne et le quenching (dynamique et statique).

k.s : constante de vitesse pour le croisement intersystéme. Pour les deux processus
non radiatifs précédent, nous introduisons la constante de vitesse de désexcitation totale
kS, = kb + kes.

Pour la relaxation a partir de 77, nous noterons :

kI : constante de vitesse pour la relaxation radiative T} — Sy (phosphorescence).

kI : constante de vitesse pour la relaxation non radiative 77 — Sp.

Supposons qu’a l'instant ¢ =0, une impulsion lumineuse trés courte (c’est a dire plus courte
que la durée de vie de 'état excité) fait passer N molécules dans I'état excité S;. Le retour &
I’état fondamental Sy pouvant s’effectuer de maniére radiative ou non radiative, I'équation

différentielle régissant ces processus s’écrit :

dN

NnTrtot
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FIGURE 1.3 — Schéma représentatif des processus de relaxation qui entrent en compéti-
tion apres le passage d’une molécule dans l’état excité S, et constantes de vitesse de ces
Processus.

L’intégration de cette équation différentielle conduit a I’équation d’évolution de la popula-
tion N :

N = Nyexp(—2). (1.2)

S

ou Ny est le nombre de molécules dans I’état excité Sy a l'instant 0, et 7, est la durée de
vie de I'état S, donnée par :

B 1
kS +ES

NTrtot

(1.3)

Ts

La durée de vie moyenne de I’état excité S; est typiquement de l'ordre de la nanoseconde
pour des fluorophores standards. La durée de vie 7, n’est toutefois pas intrinséque a la
molécule et dépend fortement de l'environnement électromagnétique local, comme nous
le montrerons en sous-section 1.3.2. Une démonstration expérimentale bien connue est
la modification du temps de vie de fluorescence au voisinage d’une pointe métallique de
NSOM [10, 11]. Enfin, précisons que I'environnement électromagnétique n’est pas 'unique
source de modifications de la durée de vie des états excités puisque la température, le PH,
les concentrations moléculaires ou encore 'ajout d’espéces dites de type "quencher" sont
également susceptibles de modifier la durée de vie 7.
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Rendement quantique

Le rendement quantique de fluorescence ® est défini comme le rapport entre le nombre
de photons émis lors de la transition S; — Sy et le nombre de photons absorbés, et peut
s’exprimer en utilisant les constantes de vitesses :

S
oM
kS + k3

NTrtot

= ko7, (1.4)

Le rendement quantique est une caractéristique importante d’une molécule fluorescente.
En effet, un bon fluorophore a rendement quantique proche de 1 et un mauvais fluorophore
un rendement quantique proche de 0.

De la méme maniére que précedemment, nous pourrions définir le rendement quantique de
phosphorescence pour la transition 77 — Sy, mais cela dépasse le cadre de cette thése.

Polarisation

La plupart des molécules fluorescentes absorbent préférentiellement la lumiére polarisée
colinéairement & leur dipole de transition. Pour des molécules immobiles, ’excitation par
une lumiére polarisée linéairement conduit & un rayonnement polarisé dans la direction
du dipole de transition de la molécule. Pour des molécules qui diffusent en solution, 'illu-
mination par une onde polarisée privilégie 'excitation des molécules dont les dipoles de
transition sont orientés dans une direction proche de celle du vecteur d’onde du champ
électrique incident : on parle de photosélection. La distribution des fluorophores excités
étant anisotrope, I’émission de fluorescence résultante devrait elle aussi étre anisotrope.
Cependant, les changements de direction des moments de transition durant le temps de
vie de I'état excité (comme les mouvements de rotations des molécules) provoquent une
diminution de cette anisotropie qui a pour conséquence directe une dépolarisation partielle
voire totale de la fluorescence.

Photostabilité

Le photoblanchiment est un processus se produisant lorsqu’un fluorophore perd de fa-
con permanente la capacité de se désexciter de maniére radiative, a cause de dommages
chimiques photoinduits. En effet, au cours du passage vers I’état triplet, un fluorophore
peut intéragir avec d’autres molécules, ce qui entraine des modifications covalentes non
réversibles. Certains événements de photoblanchiment étant photodynamique, ils néces-
sitent une double action combinée de lumiére et d’oxygéne. Ces réactions ont pour effets
de détruire irréversiblement la fluorescence et de produire des radicaux libres susceptibles
a leur tour d’intéragir avec d’autres fluorophores. Ainsi, les fluorophores exposés a de trop
nombreux cycles d’excitation-émission perdent leur capacité & émettre de la fluorescence.
Certains types de molécules fluorescentes photoblanchissent trés rapidement aprés émission
de seulement quelques photons, alors que d’autres peuvent émettre en moyenne quelques
milliers ou millions de photons avant le photoblanchiment.
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1.2 Introduction aux méthodes optiques pour la spec-
troscopie de molécules uniques

1.2.1 Techniques de spectroscopie de fluorescence et principales
limitations

La spectroscopie optique de molécules uniques est une technique d’analyse ot les mo-

lécules fluorescentes, jouant le role de sondes optiques dopant un milieu (liquide, solide
ou méme des milieux plus complexes comme les milieux biologiques), sont détectées une
a une. Comme indiqué dans la section 1.1, les propriétés physiques d’une molécule fluo-
rescente dépendent trés fortement du milieu environnant. La largeur des raies d’émission
est par exemple fonction de l'environnement local d’une molécule, et moyenner des in-
formations spectroscopiques sur un ensemble trés inhomogeéne de sites du milieu conduit
automatiquement & un élargissement des raies et & une réduction importante de la quantité
d’informations disponibles. L’étude du comportement d’'une molécule individuelle permet
de s’affranchir des inhomogénéités de I’échantillon étudié. Un autre point fort de la détec-
tion de molécule unique est de permettre le suivi de processus dynamiques sans contrainte
de synchronisation comme dans le cas de antibunching (appelé également dégroupement
de photons). L’antibunching est la propriété d’'une molécule d’avoir une probabilité nulle
de réemettre un photon immeédiatement aprés ’émission d’un premier photon. Sous exci-
tation laser continue, ce processus est analysable sur une molécule unique. Le phénomeéne
d’antibunching ne peut cependant pas étre observé sur un grand nombre de molécules, car
celles-ci absorbent et émettent indépendamment les unes des autres.
Dans le cadre de travail de thése, nous nous sommes intéressés a la détection de molé-
cules fluorescentes diffusant librement en solution. La détection et I'analyse des signaux
optiques émis par quelques molécules est actuellement un sujet de haute importance dans
le domaine biophotonique [2]. En particulier, la spectroscopie de corrélation de fluorescence
(ou FCS pour Fluorescence Correlation Spectroscopy), que nous décrirons en détails dans
le chapitre 2, est une technique de détection de molécules fluorescentes en solution trés
utilisée pour l'analyse biomoléculaire, et qui permet d’accéder a un grand nombre d’in-
formations : diffusion, photophysique, réactions physico-chimiques ... Les expériences de
spectroscopie de corrélation de fluorescence, qui sont en général mises en oeuvre sur des
montages de microscopie confocale, se trouvent principalement limitées par deux effets.
D’une part, les gammes de concentrations moléculaires qui peuvent étre explorées en FCS
sont restreintes au nanomolaire & cause du phénoméne de diffraction optique, qui impose
des dimensions volumique supérieures au femtolitre. L’analyse d’une fraction de molécules
dans des solutions fortement concentrées (c’est a dire dans des concentrations trés supé-
rieures au nanomolaire), comme c’est le cas a 'intérieur des cellules vivantes [3|, nécessite
une réduction sub-longueur d’onde du volume de détection. D’autre part, les configurations
de microscopie confocale ne permettent pas d’accéder a des niveaux de signaux de fluores-
cence moléculaire élevés, ce qui restreint le choix des marqueurs fluorescents et nécessite
des temps d’intégration des expériences élevés [4].
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Les récents progrés effectués en microscopie optique de fluorescence et en nanophoto-
nique ont ouvert de nouvelles opportunités pour contourner les limites de diffraction op-
tique [12, 13, 14] et maximiser le signal de fluorescence par molécule. Dans cette section,
nous allons décrire les deux types de méthodes optiques pouvant étre utilisées pour effec-
tuer des mesures de spectroscopie de fluorescence dans des volumes sub-longueur d’onde,
avec des exaltations du niveau de signal de fluorescence moléculaire. La premiére d’entre
elles nécessite une structuration de la lumiére laser excitatrice alors que la seconde consiste
en l'utilisation de structures photoniques.

A ce stade de l'exposé, il est important de souligner 'aspect de réciprocité qui existe
entre les techniques de spectroscopie de molécules individuelles et I'utilisation de struc-
tures photoniques. En effet, si les méthodes photoniques que nous allons présenter en
sous-section 1.2.3 permettent d’améliorer trés efficacement les techniques de détection de
molécules uniques, les techniques spectroscopiques peuvent réciproquement étre utilisées
pour sonder les propriétés physiques de structures photoniques. Cet aspect de dualité a été
le fil conducteur de nos travaux.

1.2.2 Meéthodes optiques basées sur la structuration du faisceau
laser d’excitation

[’amélioration des techniques de détection de molécules individuelles est liée aux pro-
grés réalisés en microscopie optique. Nous avons indiqué précédemment que la microscopie
confocale est, comme toutes les techniques de microscopie en champ lointain, limitée par
le phénomeéne de diffraction. La résolution optique obtenue avec un microscope confocal
conventionnel dépend majoritairement de 'objectif de microscope utilisé. Ainsi, avec un
objectif de microscope en configuration confocale, la résolution optique selon le critére
d’Abbe est de 1.22X/20N (ON est I'ouverture numérique de I'objectif de microscope dé-
finie par ON=nsin «, ou n est l'indice de réfraction dans le milieu d’observation et « est
le demi-angle de collection) dans le plan transverse de propagation (A étant la longueur
d’onde de la lumiére incidente) et de 1.4n\/ON? selon la direction de propagation. Pour
un objectif & immersion & eau (n =1.33) d’ouverture numérique ON=1.2 et une excitation
laser & A =633 nm, la résolution optique est d’environ 320 nm selon la direction trans-
verse, et de 820 nm selon la direction longitudinale. Ces limites de résolution peuvent étre
contournées en structurant le faisceau laser excitateur incident.

TIRF : Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy

La microscopie TIRF a été développée dans les années 1980 & I’Université du Michi-
gan (Etats-Unis) par Daniel Axelrod [15]. Cette technique repose sur une illumination en
incidence de reflexion totale interne d’une interface solide/liquide, de maniére & générer
des ondes evanescentes au niveau du plan objet comme illustré en Figure 1.4. Ce champ
d’ondes evanescentes, qui est confiné longitudinalement a l'interface entre les deux milieux
sur une distance d’une centaine de nanomeétres, est ensuite utilisé pour exciter les molécules
fluorescentes diffusant sur 'interface supérieure. Cette configuration permet d’obtenir une
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FIGURE 1.4 — Techniques de microscopie en champ lointain basées sur une structuration
de la lumiére incidente pour améliorer la détection de molécules en solution []].

résolution longitudinale typiquement autour de /6, soit environ 105 nm pour une excita-
tion a A =633 nm. Le volume de détection effectif est alors réduit d’un ordre de grandeur
comparé & un microscope confocal classique. Précisons toutefois que I'utilisation d’un trou
de filtrage confocal reste indispensable en microscopie TIRF pour réduire le volume d’ana-
lyse dans le plan transverse [16]. De plus, l'utilisation de la FCS sur un montage de mi-
croscopie TIRF est limitée par le photoblanchiment des molécules diffusant dans les plans
transverses hors focus, ce qui conduit a une déplétion de la fluorescence et une réduction du
rapport signal sur bruit. L’excitation en configuration TIRF peut également étre effectuée
en utilisant une mince couche métallique afin de générer des modes de plasmons de surface,
ce qui permet un meilleur confinement spatial et une réduction du bruit [17].

Détection de fluorescence sur un miroir diélectrique

L’utilisation d’un miroir diélectrique placé au point focal du faisceau d’excitation conduit
a une modulation cohérente de la lumiére incidente réfléchie, avec une interfrange de 'ordre
de A/2n comme représenté en Figure 1.4. Cette méthode permet de réduire d’un facteur 6
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le volume d’analyse confocal comparé a une configuration classique. De plus, le taux de
fluorescence par émetteur diffusant sur le miroir diélectrique peut étre exalté jusqu’a un
facteur 4 grace a l'augmentation de la densité d’énergie électromagnétique et du taux
d’émission spontanée [18, 19]. Cette technique a été utilisée pour mesurer de maniére treés
précise le coefficient de diffusion des molécules EGFP (Enhanced Green Fluorescent Pro-
tein) dans le cytoplasme d’une bactérie : Escherichia Coli [20].

Microscopie 41

La microscopie 47, développée par Stefan Hell en 1992 [21], est une technique basée
sur l'utilisation combinée de deux objectifs de positionnement opposé comme illustré en
Figure 1.4. La lumiére cohérente issue d’une source laser est divisée en deux faisceaux qui
sont ensuite indépendamment focalisés par les deux objectifs opposés. Des interférences
constructives entre les deux faisceaux permettent de réduire la dimension longitudinale du
volume de détection, avec une résolution 7 fois supérieure a celle obtenue avec un micro-
scope confocal classique. Il existe deux types de microscopes 47 qui différent uniquement
par les conditions de détection. Pour un microscope 47 de type A, Iillumination s’effectue
en utilisant les deux objectifs et la détection a travers 'un des deux objectifs en mode
confocal. En revanche pour le microscope 47 de type C, I'illumination et la détection sont
effectuées de maniére cohérente avec les deux objectifs. La mise en oeuvre des microscopes
47 reste toutefois trés complexe notamment & cause des problémes de dérives mécaniques
qui nécessitent un repositionnement systématique des objectifs.

Microscopie STED : Stimulated Emission Depletion Microscopy

La microscopie STED est une approche assez différente des techniques de microscopie
présentées jusqu’a présent, puisqu’elle utilise le principe de déplétion d’émission stimulée
de la fluorescence pour diminuer la zone d’émission de fluorescence spontanée [22]. Dans
un premier temps, I'excitation est effectuée par un faisceau continu focalisé avec des di-
mensions limitées par la diffraction (représenté par le faisceau vert sur la Figure 1.4). Un
deuxiéme faisceau impulsionnel (picoseconde ou femtoseconde) STED (représenté par le
faisceau rouge sur la Figure 1.4), proprement mis en forme, provoque alors I’émission sti-
mulée & la périphérie du point de focalisation d’excitation. La zone d’émission spontanée
de fluorescence est alors fortement réduite, permettant ainsi d’atteindre des résolutions op-
tiques de quelques nanométres. Cette technique a été utilisée pour ’étude de la dynamique
des membranes lipidiques dans des cellules vivantes a des échelles sub-longueur d’onde et
de maniére non-invasive [23].

1.2.3 Méthodes optiques basées sur 'utilisation de structures pho-
toniques

Nous allons introduire dans cette sous-section les différents types de structures pho-
toniques pouvant étre utilisées pour améliorer 'efficacité des techniques de détection de

16



1.2. Introduction aur méthodes optiques pour la spectroscopie de molécules uniques

Paraboloid SIL

Solid
immersion lens

Large fluorescence collection angles

Laser ? f

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
e e Tt
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Evanescent field excitation

Direct axial confinement

FIGURE 1.5 — Structures photoniques utilisées pour I’amélioration des techniques de molé-

cules individuelles [4].

molécules individuelles.

Collecteur paraboloique

Le principe de cette méthode est basé sur I'utilisation d’un collecteur parabolique pour
remplacer 'objectif de microscope. Le collecteur parabolique est composé d’un segment de
verre parabolique de révolution comme schématisé en Figure 1.5. Une des caractéristiques
particuliéres de ce systéme est sa capacité a collecter la lumiére au-dela de 'angle critique.
Cela permet d’obtenir une efficacité de collection de la fluorescence supérieure a 65% de la
lumiére émise alors que les objectifs de forte ouverture numérique a immersion classiques
ne permettent que d’en collecter 44%. De plus, le volume de détection peut étre réduit d’un
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facteur 10 comparé a un microscope confocal |24, 25]. Notons également que les collecteurs
paraboloiques peuvent étre trés utiles pour les mesures de diffusion en FCS [26].

Lentilles 4 immersion solide SIL : Solid Immersion Lens

Le confinement du champ optique excitateur et D'efficacité de collection des photons
de fluorescence sont directement liés a I'ouverture numérique de 'objectif de microscope
utilisé. Ainsi, en utilisant une lentille & immersion solide (généralement constituée d’un
matériau de haut indice de réfraction) placée au point de focalisation de Pobjectif, il est
possible d’augmenter ouverture numérique effective du systéme [27] comme illustré sur la
Figure 1.5. Des expériences conduites en FCS ont montré un gain de 50% sur lefficacité de
collection et un fort confinement du champ électromagnétique en combinant un objectif a
air d’ouverture numérique ON=0.6 et une lentille & immersion solide d’indice de réfraction
de n =2, comparé a un montage de microscopie confocale conventionnel [28].

Canaux nano-fluidiques

Le développement des techniques de nano-fabrication permet a ’heure actuelle de réa-
liser des structures capablent de confiner les volumes d’analyses dans des dimensions sub-
longueur d’onde, comme c’est le cas avec les nano-canaux fluidiques (Figure 1.5). En par-
ticulier, des nano-canaux fabriqués avec des dimensions inférieures au volume d’analyse
confocal ont permis de conduire des mesures FCS dans des volumes d’une dizaine d’at-
tolitres [29, 30]. Ces nano-canaux peuvent également étre utilisés pour les dispositifs de
détection optofluidiques, mais également pour le développement des systémes FCS sur
puces [31].

Microscope optique en champ proche NSOM : Near-Field Scanning Optical
Microscope

La microscopie optique en champ proche NSOM est une technique qui permet d’at-
teindre des résolutions spatiales meilleures que les limites imposées par la diffraction. En
effet, grace a I’éclairement en champ proche (quand la distance entre l'objet et la source est
trés inférieure a la longueur d’onde), il devient possible de s’affranchir de la diffraction in-
hérente a tout systéme optique. La mesure du champ évanescent & I’arriére d’une interface
en réflexion totale permet ainsi d’obtenir une image NSOM avec une résolution de 'ordre
de quelques dizaines de nanomeétres [32]. Les microscopes NSOM sont en général utilisés
avec une fibre optique monomode étirée recouverte en extremité par une mince couche mé-
tallique. Au sommet de cette pointe métallique , une ouverture de quelques nanométres est
gravée par faisceau d’ion focalisé comme représenté en Figure 1.5. La région d’illumination
de I’échantillon, dans les directions transverse et axiale, dépend de la taille de I'ouverture.
Des mesures FCS sur microscope NSOM ont permis de réduire d’un ordre de grandeur le
volume d’analyse comparé & un microscope confocal classique [33].

Malgré I'intérét que suscitent les méthodes optiques décrites dans les sous-sections 1.2.2
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et 1.2.3, celles-ci demeurent toutefois insuffisantes pour améliorer trés fortement la détec-
tion de molécules individuelles dans des volumes d’observation trés inférieurs aux limites
imposées par la diffraction optique avec des signaux moléculaires fortement exaltés. Pour
contourner ces limites de maniére plus efficace, il faut se tourner vers le domaine de la
plasmonique et en particulier vers les nano-antennes optiques, qui permettent de confi-
ner les champs électromagnétiques et de controler totalement les propriétés d’émission de
molécules fluorescentes. Les effets physiques a l'origine des modifications des propriétés
d’excitation et d’émission d’une molécule fluorescente au voisinage d’une nano-antenne
optique vont a présent étre décrits.

1.3 Modification des propriétés d’'un émetteur au voisi-
nage d’'une nano-antenne optique

Comme indiqué dans la section 1.1, les propriétés d’émission d’'une molécule fluorescente
dépendent fortement de 'environnement local. En particulier, ces propriétés d’émission sont
totalement modifiées au voisinage d’une nano-antenne par deux effets : une augmentation
de la densité locale d’énergie électromagnétique et une modification de la directivité d’émis-
sion. Avant de détailler 'origine physique de ces phénoménes, commencons par introduire
le concept de nano-antenne optique.

1.3.1 Concept de nano-antenne optique

Un des aspects les plus intéressants des sytémes nanométriques est lié aux phénomeénes
collectifs dominant les propriétés de la matiére, qui peuvent générer de fortes réponses a un
faible stimuli. Dans le domaine des fréquences optiques, ces phénoménes sont exploités par
le biais des nano-antennes optiques. Le concept d’antenne optique, par analogie aux micro-
ondes, est un concept physique qui n’a été introduit que trés récemment en optique [5].
Selon la définition de Lukas Novotny, une antenne optique est un systéme qui permet de
convertir un rayonnement optique propagatif en espace libre en énergie localisée et réci-
proquement |6, 7]. Un schéma du principe de fonctionnement d’une antenne optique est
présenté en Figure 1.6. Un récepteur ou transmetteur intéragit avec un rayonnement op-
tique propagatif en espace libre via I’antenne. Le récepteur (respectivement transmetteur)
est idéalement un émetteur quantique tel qu’un atome, une molécule, une boite quantique
ou encore un nano-cristal. La présence de ’antenne a pour effet de modifier les intéractions
entre 'émetteur et le champ électromagnétique incident, permettant ainsi un controle des
propriétés d’émission de systémes quantiques uniques. Ce controle est rendu possible par
les propriétés originales des métaux nano-structurés : les ondes de surface et plus particu-
liérement les plasmons de surface. Les plasmons de surface sont des oscillations collectives
du plasma d’électrons générés par couplage avec un champ optique incident. De par leur
nature evanescente, ces ondes de surface permettent de confiner et manipuler la lumiére
dans des volumes sub-longueur d’onde.
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FIGURE 1.6 — Schéma de principe du concept d’antenne en transmission (a) et en récep-
tion (b). Dans le domaine de la détection exaltée de molécules uniques, ces concepts sont
combinés : l'antenne est a la fois utilisée en tant que récepteur et transmetteur [7].

1.3.2 Introduction a la densité locale d’états photoniques (LDOS)

L’approche semi-classique de la description des modifications des processus de relaxa-
tion d’'un émetteur induites par I'environnement local est suffisante pour en décrire les
processus sous-jacents. De cette maniére, le taux de désexcitation d’'un émetteur quantique
peut s’exprimer a 'aide la régle d’or de Fermi :

4202 Ay

="
ot 3c?

p(7o,w). (1.5)

ou I' et I'y représentent respectivement 1’élargissement des niveaux en présence d’une envi-
ronnement et en espace libre. La constante A est reliée au moment dipolaire de transition
w10 (transition entre I'état excité |1) et I'état fondamental |0)) par la relation Ay = 243, /A,
7o représente la position de I’émetteur fluorescent, w est la fréquence de transition et p est
la densité locale d’états photoniques. La densité d’états photoniques est un concept fon-
damental pour ’étude des intéractions entre un émetteur et une nano-antenne métallique
car elle controle la durée de vie des systémes. Si on suppose que I'émetteur n’a pas d’axe
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privilégié de transition, la densité locale d’états photoniques s’écrit :

p(7o,w) = ~SmIN(C (7o, Fo, ) (1.6)
ol ﬁ est la fonction de Green dyadique du systéme reliée au champs électrique E au point
d’observation 7 généré par un dipole p localisé en 7 par la relation :
2
E(7) = %“;’—2 (7, 7, ) (1.7)
Ainsi, la fonction de Green de I’équation (1.6) est évaluée a la position 7 qui est la position
de ’émetteur. Cela suggére le fait que la relaxation de I’état excité se produit en réponse au
champ propre de I’émetteur. La durée de vie d’'un émetteur étant inversement proportionelle
a l’élargissement des niveaux [, celle-ci est également modulée par la fonction de Green
dyadique du systéme dans lequel ’émetteur est avoisiné. Ces modifications de durée de vie
sont directement liés aux intéractions de I’émetteur avec son propre champ rayonné qui est
réfléchi par I'environnement local et rétroagit avec I’émetteur, comme observa Purcell en
1946 [34]. Cette rétroaction a également pour conséquence de modifier les niveaux d’énergie
et les fréquences de transitions, mais ces effets sont trés faibles comparés aux modifications
de durée de vie.

1.3.3 Directivité et amplification de la densité locale d’énergie
électromagnétique au voisinage d’une nanoantenne

Dans un probléme classique, un antenne est introduite pour exalter l'efficacité de trans-
mission du transmetteur vers le récepteur comme schématisé en Figure 1.7. Ce gain sur
Pefficacité de transmission peut étre obtenu en augmentant la quantité totale de rayon-
nement émis par le transmetteur, pour laquelle I'efficacité de ’antenne est une figure de
mérite utile |7] :

Praa Prad

P Prad + Pn'rad .
ou P est la puissance totale dissipée par ’antenne, P,.q est la puissance rayonnée et P,,,..q
est la puissance dissipée par des voies non radiatiaves (comme I’absorption par exemple).
L’efficacité de transmission peut également étre amplifiée en utilisant les propriétés de
directivité de 'antenne c’est a dire en dirigeant d’autant plus le rayonnement vers le re-
cepteur :

(1.8)

€rad =

D(8.6) = 5—p(0.6). (19)

ou D(6, ¢) est le gain directif selon la direction d’observation (6, ¢) et p(, ¢) est la densité
de puissance par unité d’angle (ou intensité en optique). La directivité D de I’antenne est
une figure de mérite utile qui est définie comme la valeur maximale du gain directif :

4
D= —naz- 1.10
Pradp ( )
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FIGURE 1.7 — Ezaltation de [efficacité de transmission du transmetteur vers le récepteur
par une antenne. Le transmetteur est modélisé par le dipdle py, et le récepteur par le dipdle

b2 /7]

Ol Pmaz €St la densité de puissance maximale. La combinaison de I'efficacité et de la direc-
tivité de I’antenne conduit au gain de ’antenne :

G = %pmm = €raaD. (1.11)
En utilisant le théoréme de réciprocité, on peut montrer que 'on peut interchanger les
champs et les sources de la Figure 1.7 ce qui conduit & la relation p; Fy = poFEs ou Fy
(Es) est le champ du dipole p; (p2) évalué a la position du dipole py (p1). Dans le cas
ou le transmetteur est un émetteur quantique a deux niveaux (comme une molécule par
exemple), le théoréme de réciprocité conduit & une relation entre le taux d’excitation de
I'émetteur I et son taux d’émission radiatif I'y.qq [5]

Fexc,@(ea ¢) _ FT’ad D9(97 ¢)
Fgmc,e (9? ¢) Fgad Dg (9’ ¢)

ou 'exposant "0" fait référence au cas en 'absence d’antenne et I'indice 6 indique I’état de
polarisation. Nous pouvons constater d’aprés ’équation 1.12 qu’une excitation dans une
direction de forte directivité permet une exaltation du taux d’excitation supérieure a celle
du taux démission radiatif.

[’avénement des nano-antennes optiques est trés largement corrélé avec les avancés tech-
nologiques en matiére de nanofabrication (faisceau d’ion focalisé, lithographie électro-
nique, ...). Les antennes optiques trouvent leurs applications dans différents domaines de
pointe : nanosources de lumiére, photovoltaique, microscopie, spectroscopie et biologie. Les
processus physiques décrits dans les sous-sections 1.3.2 et 1.3.3 sont a l'origine des exalta-
tions de fluorescence au voisinage de nano-antennes optiques. Les propriétés physiques des

(1.12)
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1.4. Nano-antennes optiques appliquées a l’exaltation et au contrédle de la fluorescence
moléculaire

nano-antennes dépendent essentiellement de leur nature, leurs tailles et leurs géométries.
La caractérisation de ces nano-objets permet d’améliorer fortement le désign et d’amplifier
les réponses électromagnétiques des antennes. Cette caractérisation s’avére toutefois étre
une tache difficile car différents obstacles dans la détection et le controle des ces objets na-
nométriques peuvent étre rencontrés. Pour ces raisons, nous avons développé 3 techniques
de caractérisation expérimentale qui permettent de sonder les propriétés de nano-antennes.
Avant d’introduire ces différentes techniques, nous allons donner un bref apercu de 1'état
de I'art actuel dans le domaine des nano-antennes optiques.

1.4 Nano-antennes optiques appliquées a I’exaltation et
au controle de la fluorescence moléculaire

Afin de positionner ce travail de thése dans le contexte de la plasmonique, deux exemples
expérimentaux marquants des avancées réalisées récemment dans le domaine des nano-
antennes optiques vont étre présentés.

Le premier exemple concerne les travaux du groupe de William Esco Moerner (Université
de Stanford, USA) sur I'exaltation de fluorescence par des dimeéres de nano-triangles de
sommets opposés (ou bowtie) en or. Dans un article publi¢ dans Nature Photonics [8], le
gain de fluorescence sur des fluorophores de type TPQDI de faible rendement quantique
(® =0.025) a été mesuré en fonction de la distance entre les deux nano-triangles comme
indiqué en Figure 1.8. Un facteur d’exaltation de fluorescence record de 1340 peut étre
observé pour un gap d’environ 10 nm entre les deux triangles. Ce gain record est directe-
ment lié au faible rendement quantique du fluorophore utilisé. A titre de comparaison, pour
un rendement quantique ® = 1, I'exaltation de fluorescence mesurée se situerait autour
d’un facteur 40. Le terme exaltation de fluorescence est donc & prendre avec précaution
car I'exaltation de fluorescence dépend en grande partie de la sonde fluorescente utilisée.
Notons également que le fait que les fluorophores soient gréffées sur le substrat n’est pas
pas compatible avec les applications biologiques, ot les molécules diffusent en solution. Ces
travaux demeurent toutefois I’état de I'art actuel sur ’exaltation du signal de fluorescence
d’un émetteur unique, ce qui permet d’améliorer trés fortement le contraste et la détection
de fluorescence.

Le deuxiéme exemple est le controle de la directivité d’un émetteur unique avec une nano-
antenne de type Yagi-Uda (ou antenne rateau). Cette récente démonstration expérimentale
représente une avancée majeure dans le domaine des antennes optiques, et plus générale-
ment en physique fondamentale. La Yagi-Uda est une antenne des micro-ondes inventée
peu avant la seconde guerre mondiale et qui a été trés utilisée en télévision terrestre.
Cette antenne a été récemment transposée dans le régime optique [9] par les groupes de
Romain Quidant et Niek van Hulst (ICFO, Barcelone), avec des éléments de dimensions
sub-longueur d’onde comme nous pouvons le constater sur les images de microscope élec-
tronique a balayage en Figure 1.9 (a). Une boite quantique semi-conductrice a été greffée
sur 1'élement alimenté (feed) de cette nano-Yagi-Uda. Aprés illumination laser, la directi-
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FIGURE 1.8 — (a) Schéma des dimeres de nanotriangles en or sur lesquels sont déposées
des molécules de TPQDI dans du PMMA. (b) Ezaltation fr du signal de fluorescence des
molécules de TPQDI en fonction de la distance entre les deux triangles [8].

vité de I’émission est mesurée dans le plan focal arriére de 'objectif de microscope. L’image
du diagramme de rayonnement de la boite quantique couplée a ’antenne Yagi-Uda et une
représentation en coordonnées polaires sont disponibles en Figure 1.9 (b)-(c). Une émission
directionelle centrée autour de 49.4° est mesurée, avec une demi-largeur a mi-hauteur de
12.5° selon la direction polaire # et de 37° selon la direction azimutale ¢. Le controle de
la directivité de I’émission s’effectue préférentiellement dans la direction 6. Ces résultats
constituent la premiére démonstration expérimentale du controle de la directivité d’un
émetteur unique couplé a une nano-antenne optique multi-éléments.

Dans le cadre de ce travail de thése, différentes antennes optiques ont été étudiées et ca-
ractérisées par des techniques d’analyse de dynamique temporelle de fluorescence : des
microsphéres diélectriques, des nano-ouvertures percées dans des films métalliques et des
nano-ouvertures entourées par des sillons périodiques. Les différentes techniques utilisées
pour sonder les propriétés de ces antennes sont : la spectroscopie de corrélation de fluo-
rescence, ’étude de dynamique temporelle de boites quantiques semi-conductrices, et la
spectroscopie sous saturation de fluorescence. Réciproquement, les nanoantennes optiques
étudiées ont permis d’améliorer trés efficacement ces techniques de spectroscopie de fluores-
cence. La premiére et principale méthode de sondage des antennes optiques, qui consiste a
combiner des études FCS et des mesures de temps de vie de fluorescence, va étre introduite
dans le chapitre suivant.
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FIGURE 1.9 — (a) Image de microscope & balayage de 'antenne Yagi-Uda composée de 5
élements : un élement alimenté (feed) un réflecteur et trois directeurs. (b) Image confocale
en degré de polarisation et image dans le plan focal arriére de 'objectif de microscope
du diagramme de rayonnement de la boite quantique combinée & la nano-Yagi-Uda et (c)
représentation angulaire en fonction de Uangle polaire 6 [9].
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CHAPITRE 2

Analyse de dynamique temporelle de fluorescence pour la
caractérisation de nano-antennes

Nous avons vu dans le chapitre 1 que les propriétés d’émission de fluorescence molécu-

laire dépendent de 'environnement local. En particulier, ’émission de fluorescence d’une
molécule peut étre fortement exaltée & proximité d’une nanoantenne plasmonique. Cette
exaltation de fluorescence trouve son origine physique dans les modifications de I’environ-
nement électromagnétique dues a la présence de ’antenne et qui sont : 'amplification locale
de l'intensité d’excitation, la modification du diagramme de rayonnement et I’augmenta-
tion du taux d’émission radiatif de ’émetteur. Ces modifications dépendent fortement des
tailles, géométries et natures des nanoantennes étudiées. Pour cette raison, la caractérisa-
tion expérimentale compléte des intéractions entre nano-objets et molécules fluorescentes,
et plus généralement 1’étude des interactions lumiére-matiére a I’échelle nanométrique, est
un sujet de grand intérét depuis plus d’une dizaine d’années [35, 36, 37, 38|. La détermi-
nation de l'influence des différentes modifications physiques créées par I'antenne s’avére
toutefois étre une tache difficile car 'exaltation de fluorescence mesurée est une combinai-
son intriquée de gains sur l'intensité d’excitation et sur I’émission des molécules.
Dans ce chapitre, nous allons présenter la premiére et principale procédure expérimentale
de caractérisation de fluorescence développée au sein de notre laboratoire, qui consiste
a combiner des études de spectroscopie de corrélation de fluorescence et des mesures de
temps de vie de fluorescence. Cette procédure permet de discriminer le poids relatif des
gains a l'excitation et a ’émission contribuant a 'exaltation globale de fluorescence.
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2.1 Principes de la spectroscopie de corrélation de fluo-
rescence (FCS)

2.1.1 Introduction & la spectroscopie de corrélation de fluores-
cence

La capacité de suivre une réaction chimique a 1’échelle d’une molécule unique donne

accés a des informations habituellemment masquées dans des moyennes d’ensemble sur des
milliers de molécules. Parmi les nombreuses techniques existantes basées sur le contraste de
fluorescence, la spectroscopie par corrélation de fluorescence (FCS pour Fluorescence Cor-
relation Spectroscopy), introduite en 1972 par Madge, Elson et Webb [1], est sans doute la
technique la plus efficace pour réaliser des études moléculaires dans des milieux peu concen-
trés avec une grande résolution spatio-temporelle. Contrairement aux autres méthodes de
fluorescence, le paramétre d’intérét premier en FCS n’est pas 'intensité moyenne de fluo-
rescence elle-méme, mais plutot les fluctuations temporelles d’intensité de fluorescence.
Ces fluctuations qui apparaissent majoritairement lors de la diffusion translationelle des
molécules & travers le point focal d’excitation laser, fournissent des informations sur les co-
efficients de diffusion translationnelle ainsi que sur le nombre moyen de molécules présentes
dans le volume d’observation. Cependant, la quantité d’informations disponibles en FCS
ne se limite pas aux coefficients de diffusion et aux concentrations locales puisqu’une large
gamme de processus, dont les temps caractéristiques s’étendent de quelques nanosecondes
jusqu’a la seconde, peuvent étre étudiés (brillance des molécules, vitesse d’association mo-
léculaires, temps de vie des états triplet ...) comme indiqué sur la Figure 2.1. Si le montage
initial de Madge nécessitait des temps d’intégration de plusieurs heures a cause du faible
rapport signal a bruit, Koppel améliora trés efficacement la technique FCS lorsqu’il I'im-
plementa sur un montage de microscopie confocale [39)].
Dans le cadre de ce travail de thése, la FCS a été utilisée pour sa capacité a quantifier le
nombre moyen de molécules diffusant dans un volume donné, ce qui permet d’accéder a
un paramétre clef pour la procédure de caractérisation de fluorescence et qui est le taux
de fluorescence par molécule. Nous allons a présent décrire les principes d’analyses des
fluctuations temporelles d’intensité de fluorescence utilisés en FCS.

2.1.2 Analyse des fluctuations temporelles d’intensité de fluores-
cence

Comme briévement indiqué dans la sous-section 2.1.1, le paramétre stochastique d’in-
térét en FCS est la variation temporelle du signal de fluorescence I(t). La plupart des
expériences FCS sont mises en oeuvre sur des montages de microscopie confocale pour
sonder le plus petit volume possible et maximiser le signal de fluorescence obtenu a partir
d’une molécule individuelle. De cette maniére, le volume de détection est défini par les
dimensions du point focal d’excitation laser et par D'efficacité de collection du dispositif
expérimental. Si on se place dans un régime linéaire d’excitation, 'intensité de fluorescence
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FIGURE 2.1 — Schéma de principe de la spectroscopie de corrélation de fluorescence. Les
fluctuations d’intensité dues a la diffusion des molécules (a) sont mesurées (b) puis corrélées
(c) afin de permettre I’étude de divers processus (d).

collectée est proportionnelle a I'intensité d’excitation du faisceau pompe I..., nous pouvons
donc exprimer le photocourant I(¢) mesuré :
I(t) =k / Lowe(T) CEF(F) 0 ® C(7,t) d°F, (2.1)
ou : k représente l'efficacité de collection du montage expérimental,
I...(7) est la distribution spatiale de I'intensité d’excitation dans le plan focal objet du

microscope,
CEF(7) est la fonction d’efficacité de collection (sans dimension),
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o est la section efficace d’absorption du fluorophore,

® est le rendement quantique du fluorophore,

C(7,t) est la concentration a I'instant ¢ et a la position 7 de espéce fluorescente étudiée.
En regroupant le terme de distribution spatiale d’intensité I...(r) et la fonction d’efficacité
de collection CEF(7), nous pouvons faire apparaitre la fonction d’efficacité de détection
moléculaire M DE(r) (M DE pour Molecular Detection Efficiency), définie par :

MDE() = L,.(F) CEF(7). (2.2)

L’équation (2.3) se réécrit alors comme :
I(t) = K/MDE(F) o ® C(7,t) d°F, (2.3)

En faisant 'hypothése que la puissance d’excitation est constante, les fluctuations de pho-
tocourant 0/(t) sont données par la déviation par rapport a la moyenne temporelle du
signal I(t) :

SI(t) =1I(t) -1, (2.4)

Si les fluctuations de fluorescence sont uniquement liées aux changement de concentra-
tion locale 0C(7,t) = C(7,t) — C a l'intérieur du volume d’observation, les variations de
fluctuations de photocourant s’écrivent :

SI(H) = I(t) — T = & / MDE() o ® 6C(F.1) &°F (2.5)

Nous allons maintenant introduire la fonction de corrélation de photocourant G(7) qui
compare la fluctuation de photocourant en (7, ¢) avec la fluctuation en (1, t 4 7) et qui est
définie par :

G(r) = (0I(t) I(t+ 7))
— (ko D) / / MDE(#) MDE(7) (5C(F,t) 6C(7,t + 7)) &°F &, (2.6)

ou ( ) désigne une moyenne d’ensemble. Il est clair d’aprés 1'équation (2.6) que les fluc-
tuations temporelles de photocourant sont directement liées aux fluctuations de concentra-
tions locales c’est a dire a la diffusion des molécules qui entrent et qui sortent du volume
d’observation. La fonction de corrélation de concentration qui compare la fluctuation de
concentration en (7, t) avec la fluctuation en (r/, ¢t + 7) est définie par :

(7,17, 7) = (6C(F, 1) 5C (7, t + 7)), (2.7)
La fonction de corrélation de concentration (b(F,?:’,T) est indépendante du temps ¢ car
on considére un systéme stationnaire : les propriétés moyennes de @(7, 7/, 7) sont donc
indépendantes du temps ¢ :

-
!/

o(F 7, 1) = (5C(7,0) 6C (1, 7)), (2.8)
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Si les fluctuations de concentrations 0C(7,t) et 6C(r/, t+7) sont corrélées, alors la fonction
de correlation ¢(7, 73, 7) > 0. En revanche, si les fluctuations de concentrations sont décor-
rélées, on a ¢(7, ", 7) = 0. En particulier, si le délai 7 tend vers U'infini, ¢’est a dire pour des
intervalles de temps longs comparé au temps de diffusion noté 7 (qui est le temps moyen
de séjour d’une molécule dans le volume de détection), les fluctuations de concentrations
ne sont plus corrélées et donc :

Tl_i>r+noo o(r,r',T) =0. (2.9)
La variation de ¢ en fonction de 7 est une indication de la dynamique du systéme. Pour
un délai temporel 7 trés petit devant le temps de diffusion 7p, la fonction de corrélation
¢(F,77,T < 1p) = (T, = 0) ne dépend que des propriétés du systéme a 1'état d’équilibre
car chaque fluorophore ayant une position bien déterminée, il ne peut y avoir de corrélation
que si et seulement si 7= 7. Cela se traduit d’un point de vue mathématique par :

o(7,17,0) = (6C%) §(F — 1), (2.10)
ol ) est la distribution de Dirac. Pour une solution de fluorophores fortement diluée, la
distribution de molécules qui diffusent dans le volume de détection obéit & une statistique
de Poisson et donc pour un position et un temps donné, on peut écrire (5C?) = C, C
étant la moyenne spatio-temporelle de la concentration moléculaire de ’espéce fluorescente
étudiée. L’équation précedente se réecrit alors comme :

o(7,77,0) = C 6(F — 1), (2.11)

Si I'on considére que les variations de concentration dans le volume de détection sont
uniquement dues a la diffusion des molécules, les fluctuations de concentrations dC(7,t)
obéissent & I’équation classique de diffusion :

OC(r,t)  05C(7t)
ot ot

ou D est le coefficient de diffusion de I’espéce moléculaire étudiée.
Les conditions aux limites pour les fluctuations de concentrations décrites par Elson et
Madge [40] imposent :

= DV?5C (7, t). (2.12)

dC(r,t) = 0 pourz,y =+oo ou z = +o0. (2.13)

La résolution de I’équation différentielle 2.12 conduit a I’expression suivante pour la fonction
de corrélation des fluctuations de concentration [41] :

. C | 7= 2
2o ) — _ —_ ). 2.14

ou D est le coefficient de diffusion et n est le nombre de dimensions accessibles pour la
diffusion de ’espéce moléculaire considérée avec :

1 si7=(x), diffusion 1D
n=< 2 sir=(zvy), diffusion 2D
3 sir=(x,y,2), diffusion 3D
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Introduisons & présent la fonction d’autocorrélation normalisée des fluctuations de photo-
courant ¢*(7) :
I(t) I(t+ OL(t) oI(t+ 7 G(t
92(7):< (t) I( 27)>:1+< (t) (2 D 14 ()2’
(I(t)) (I(t)) (I(t))
On définit la partie subunitaire de la fonction d’autocorrélation normalisée des fluctuations
de photocourant v(7) par :

(2.15)

G(7)
(T (2.16)
7w
Cela permet de réduire 1'expression de ¢g*(7) a :
G (1) =1+5(7). (2.17)

Les fluctuations de photocourant étant directement liés aux fluctuations de concentrations,
elles sont également décorrélées pour des délais 7 trés grand devant le temps de diffusion
Tp, d’ot :
lim ¢@(r)=1. 2.1
im g™ (7) (2.18)
D’autre part, si nous supposons l’ergodicité du photocourant I(t), nous avons (I(t)) = I,
d’ou :
(It))y=1= (ko D) é/MDE(f) d°7. (2.19)

Enfin en utilisant equation (2.10), la fonction d’autocorrélation normalisée du photocou-
rant ¢? s’écrit pour 7 =0 :

R L s

@(0) = 1 -1 =14 = 2.20
T ey B
(ko @) /MDE ) d°F
ol Vss est le volume effectif d’analyse FCS défini par le profil de MDE [42] :
[/ MDE(F d3*}
Vi = . (2.21)

/ [MDE()]* d

Le nombre moyen de molécules N dans le volume de détection est donnée par N = C'V, ;¢
et 'équation (2.20) se réécrit :
1
@0) =1+ —. 2.22
§2(0) =1+ 1 (222
L’amplitude de la fonction ¢ au délai 7 = 0 est donc inversement proportionnelle au

nombre moyen de molécules fluorescentes N dans le volume de détection. La quantification
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du nombre de molécules permet d’accéder au taux de comptage par molécule CRM qui
est le nombre de photons émis par molécule par seconde : CRM = I/N, avec I le signal
moyen de fluorescence. Le taux de comptage par molécule est un parameétre trés important
en FCS (car directement lié au rapport signal sur bruit comme nous le verrons dans la
sous-section 2.1.6) et dans la procédure de caractérisation expérimentale de 1’exaltation de
fluorescence développée.

2.1.3 Expression de la fonction d’autocorrélation temporelle ¢!*) (1)
correspondant & une diffusion Brownienne 3D

En introduisant dans I’équation (2.15), I'expression correspondante de la fonction de
corrélation des fluctuations de concentration ¢(7, 7/, 7) de 'équation 2.14, il vient :

7 — ' |?

P . U/MDE@)MDE@UMM—’4DT

C(dmDr)*/> {/A4DEO?&P]2

On considére en général que la M DFE a un profil transversal Gaussien dans les expériences
FCS en configuration de microscopie confocale [42] :

V&7 dPr
. (2.23)

2 2 2
A[DEUﬂ::mgemp(—zx Ty )(mp(—255>. (2.24)
w w

x,y z

On en déduit I'expression analytique du volume de détection V.sr a partir de I'équa-

tion (2.21) :
2 2 2 2
[/exp(—?x jy ) exp(—22—2> dBF}
Wy Wy . 3/2 2

R 5 =" W, , W
x z
/exp(—4 ij ) exp(—4§) &7
T,y z

Le temps de diffusion latéral 7p dans le volume confocal étant défini par 7p = w? /4D
et en introduisant le paramétre de structure s = w,,/w,, la fonction d’autocorrélation
normalisée ¢(?) (1) s’écrit :

Verr = (2.25)

(2.26)

2.1.4 Aspects photophysiques des mesures FCS

Comme nous ’avons vu dans le chapitre 1, ’émission de fluorescence du niveau S; est
en compétition directe avec les voies de relaxation non radiatives. En particulier, le passage
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de la molécule de I’état singulet S} vers I'état triplet 77 peut s’avérer étre un processus
non négligeable au cous d'une mesure FCS. En effet, pour les sondes fluorescentes standard
utilisés en FCS, la durée de vie de I’état triplet 77 est en moyenne de quelques microsecondes
ce qui est un temps plus court que la durée moyenne de sé¢jour d’une molécule dans le
volume confocal (qui est de 'ordre d’une centaine microsecondes pour les fluorophores
utilisés au cours de cette thése). En d’autre terme, la molécule peut se retrouver plusieurs
fois dans un état noir durant sa diffusion. Ceci a pour conséquence directe d’engendrer
des fluctuations temporelles d’intensité de fluorescence supplémentaires qui ne sont pas
dues a la diffusion des molécules mais aux propriétés photophysiques de celles-ci. Pour
en tenir compte dans les analyses FCS, il faut introduire dans la partie sub-unitaire ~(7)
de le fonction d’autocorrélation normalisée g*(7), une fonction qui dépend des propriétes
photophysiques des molécules. Le processus de corrélation permettant de séparer les temps
caractéristiques de diffusion et de photophysique, ’équation (2.17) peut se réécrire de la
maniére suivante :

P (1) =1+vp(7) T(r) = 1 +7p(7) P}_():) (2.27)

avec vp(7) la partie sub-unitaire effective de diffusion de la fonction d’autocorrélation nor-
malisée g(7) et T'(7) une fonction dépendant des propriétés photophysiques des molécules.
La fonction T'(7) est définie comme le rapport entre la probabilité P;(t) qu’une molécule
soit dans I'état excité singulet S; & I'instant ¢ et la moyenne temporelle P, de probabilité
qu’une molécule dans le volume confocal soit dans I’état S.

Dans le cas d’'un modéle classique d’un systéme a 3 niveaux (deux états singulets Sy et S,
et un état triplet 77), il est possible de calculer 1’évolution temporelle Py (t) en résolvant le
systéme d’équation d’évolution de populations des niveaux électroniques. On montre alors
que [48] :

() = 1+p(7) (1 —i—nTeXp(—%)). (2.28)

avec ny 'amplitude de I’état noir, 77 le temps de vie de I’état noir. On peut constater que la
valeur de la fonction d’autocorrélation temporelle g*(7) est modifiée a I'origine comparée a
équation (2.22), puisqu’a présent ¢>(0) = 14 (1+ngr)/N. Le terme (1+nz)/N correspond
a I'inverse du nombre de molécules émettant des photons de fluorescence Ny, nous avons
donc Nyo = N/(14nr). En désignant par Fr la fraction de molécules dans Iétat triplet,
il vient : Ny = 1—Nyjy0/N, ot N est le nombre de molécules total dans le volume confocal,
d’ou :

Nfluo 1 nr
Foe1— -1 - ) 2.29
g N l+ny l+ng (2.29)
[’amplitude de I’état triplet ny vaut donc :
Fr
= ) 2.30
nr 1— Fy ( )
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2.1.5 Facteur de correction pour le bruit de fond

[’intensité du photocourant mesuré par un détecteur est proportionnelle au photocou-
rant du signal d’intérét iy(¢) auquel vient s’ajouter la contribution du photocourant d’un
bruit de fond b(t). Le signal i(t) mesuré par le détecteur s’écrit donc : i(t) = io(t) + b(t).
Si on suppose que le bruit de fond est aléatoire, il n’y a pas de corrélation entre un bruit
b(t) a l'instant ¢ et bruit b(t + 7) a I'instant ¢ + 7, ni entre io(t) et b(¢). En désignant par
g2(7) et g*(7) les fonctions d’autocorrélation respectivement en I'absence et en présence de
bruit, on a :

((0ig(t) + 0b(t))(dig(t + 7) + 0b(t + 7))
(1(t))? ’

((di0(t)) (dio(t + 7)))

(2(t))? ’

)

) = 1+ (B0,

@(r) = 1+ (1— %) Y(T). (2.31)

Le bruit affecte donc uniquement ’amplitude de la fonction d’autocorrélation c’est a dire
’estimation du nombre de molécules dans le volume confocal (qui est de ce fait ce fait sur-
estimé si on ne tient pas compte du bruit dans I’analyse des données FCS). En revanche, les
temps caractéristiques (diffusion et photophysique) ne sont pas affectés par la correction
du bruit de fond.

En tenant compte des aspetcs photophysique et du bruit de fond, la fonction d’autocorré-
lation des fluctuations temporelles du signal de fluorescence ¢g2(7) prend la forme suivante :

g(r) = 1+

gi(r) = 1+

B\’ 1 1 1

P =1+ (1-7) (Q+nrep(-—)5
[ T N1+_
D

(2.32)
e
1 2"

+ s -

avec B, le bruit de fond moyen. Le taux de comptage par molécule se réecrit en tenant
compte du bruit de fond comme : CRM = (I — B)/N.

Un exemple type de courbe d’autocorrélation (ou corrélogramme) obtenu au cours d’une
mesure FCS en solution pour des molécules d’Alexa 647 est présenté en Figure (2.2).
L’épaulement au temps court (typiquement autour de 2 us pour I’Alexa 647) correspond
aux fluctuations de fluorescence dues au peuplement / dépeuplement de 1’état noir (photo-
physique), alors que le phénomeéne de diffusion des molécules est caractérisé par des temps
plus longs (autour de 100 pus pour 1’Alexa 647).

2.1.6 Rapport signal sur bruit en FCS

Le bruit et la précision statistique sont des parameétres importants dont il faut tenir
compte au cours d'une mesure FCS. En effet, d'une part, 'identification des sources de bruit
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FIGURE 2.2 - (a) Corrélogramme obtenue pour des molécules d’Alexa 647 diffusants en so-
lution aqueuse pour une puissance d’excitation P=70 uW a 633 nm. Les cercles représentent
les points expérimentauz et la ligne en trait plein est ’analyse des données expérimentales
selon ’équation (2.32) qui a conduit auz valeurs suivantes : N =98.7, Tp =109 us, s =0.2,
nr =0.89, 77 =1.8 ps, et CRM =5.9 kHz. (b) Trace temporelle du signal de fluorescence
correspondant & (a).

permet d’optimiser les expériences FCS. D’autre part, les procédures de pondération fon-
dées sur des estimations statistiques pour le bruit permettent des analyses plus précises. La
compréhension du rapport signal sur bruit SNR (SNR pour Signal to Noise Ratio) en FCS
a fait Pobjet de nombreux travaux depuis la contribution de Koppel en 1974 [43, 44, 45, 46]
qui démontra que le rapport SNR ne dépend pas du signal total de fluorescence (), mais
du taux de comptage par molécule C RM multiplié par la racine carré du temps d’intégra-
tion Tio, et de 'intervalle de comptage A7 du corrélateur : SNR o« CRM~/T;,; A7. Dans
les conditions expérimentales d’'une M DFE & profil transversal Gaussien, d’une diffusion
Brownienne 3D, d’un bruit négligeable, et d’un intervalle de comptage petit, la formule de
Koppel-Qian-Wenger s’écrit [47] :

CRM /Ty A7 233
1+ 1/N)72 (2.33)

Pour améliorer le rapport SNR en FCS, on peut soit choisir d’augmenter la puissance
d’excitation pour obtenir des taux de comptage par molécule CRM plus importants, soit
augmenter le temps d’intégration T;,;. Ces deux alternatives sont toutefois assez limitées.
En effet, a cause des phénoménes de saturation et de photoblanchiment, l'intensité de
fluorescence et donc le taux de comptage par molécule ne peuvent pas étre amplifiés au
dela d’un certain seuil. D’autre part, augmenter le temps d’intégration 7;,; d'une centaine

SNRA7—0 =~
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de secondes n’a qu’une influence mineure sur le rapport SNR car celui-ci dépend de la
racine carré du temps d’intégration 7.

2.1.7 Extension de la FCS au cas de I’analyse & deux espéces :
Dual-Color FCCS

La spectroscopie par corrélation croisée de fluorescence a deux couleurs Dual-Color
FCCS (Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy) est une extension de la méthode
FCS standard qui fournit des informations sur les paramétres d’associations moléculaires
tels que les concentrations locales, la diffusion, les cinétiques d’association-dissociation et
les activités enzmatiques. Au cours d’une expérience de Dual-Color FCCS, les espéces
moléculaires d’intéréts sont marquées avec des fluorophores dont les bandes d’emission
sont spectralement disjointes. L’excitation s’effectue en général a I'aide de deux lasers
continus ou d’un laser pulsé car les bandes d’absorption des fluorophores sont également
disjointes. Aprés excitation, les signaux de chaque fluorophore sont détectés et analysés
par corrélation croisée afin d’obtenir des informations sur 'efficacité d’association et de
colocalisation. L’expression générale de la fonction de corrélation croisée pour deux espéces
i et j est donnée par g7;(1) = (I;(t) I;(t + 7)) /(Li(t) I;(t)), avec I;(t) et I;(t) le signal de
fluorescence respectivement des espéces i et j.

Dans le cas d'une M DFE décrite par un profil Gaussien et pour une diffusion Brownienne
3D des espéces moléculaires considérés, la fonction de corrélation croisée s’écrit :

Cz‘,jDiffz‘,j(T)

2
gii(T) =1+ Vo OiC,

(2.34)

ou C; et C; sont les concentrations respectives des especes 7 et j, C; ; est la concentration
des complexes marqués simultanément par les espéces 7 et j et Dif f; ; est défini comme :

Dif fi;(1) = (1+nTi?j exp(—L)) (1— “)2 P 11+ —. (2.3))

~ &

TT; J 2
ij
7D, ; D, ;

ou nr, ; et 77, ; désigne respectivement 'amplitude et le temps caractéristique de I'état noir
du complexe formé par les espéces i et j, I; ; est I'intensité moyenne totale, B; ; est le bruit
de fond moyen et 7p, ; est le temps de diffusion du complexe.

2.2 Mesures de temps de vie de fluorescence par TCSPC

2.2.1 Historique

La durée de vie de I'état excité S; pour des fluorophores standard est généralement
comprise entre plusieurs centaines de picosecondes et quelques nanosecondes. De ce fait, les
techniques de mesures de durée de vie de fluorescence ne se sont véritablement développées
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qu’avec 'apparition des détecteurs sensibles et ultra-rapides, et I’avénement des sources
lasers adaptées. Les premiéres mesures de temps de vie de fluorescence ont été réalisées
dans le domaine fréquentiel par des méthodes de modulation de phase, les méthodes de
mesures résolues en temps étant apparues bien plus tard. Pour les mesures dans le domaine
fréquentiel, I’échantillon est excité avec une lumiére d’intensité modulée (généralement en
utilisant une modulation sinusoidale avec une fréquence d’une centaine de MHz qui est
comparable & l'inverse du temps de vie des états excités des molécules). Cette modulation
de I'intensité excitatrice incidente impose une modulation du signal de fluorescence des
molécules de I’échantillon étudié a la méme fréquence. Cependant, le temps de vie de
fluorescence a pour conséquence directe un retard temporel de ’émission fluorescence par
rapport a 'excitation. Ce décalage temporel, qui est mesuré expérimentalement comme un
décalage de phase, permet d’accéder au temps de vie de fluorescence [48|.

Les mesures de temps de vie de fluorescence s’effectuent principalement a I’heure actuelle
avec des techniques résolues en temps ce qui permet des mesures ponctuelles extrémement
rapides , a origine du développement du contraste d’imagerie FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy).

2.2.2 Principe et mesures de temps de vie de fluorescence

La majeure partie des mesures de temps de vie de fluorescence s’opére a I’heure actuelle
dans le domaine temporel, comme ce fut le cas au cours de cette thése. L’excitation d’une
solution de molécules s’effectue avec une source laser impulsionnelle dont la durée d’impul-
sion est inférieure au temps de vie du niveau excité que 1’on cherche & mesurer. A la suite
de cette excitation impulsionnelle, I'intensité de fluorescence I(t) est proportionelle a tout
instant, a la concentration instantannée de molécules encore excitées N* :

(1) = K N* = S N exp(~). (2.36)
S

Ainsi, la réponse impulsionnelle I(¢) décroit de fagon monoexponentielle. En supposant
lergodicité du systéme (c’est a dire que la moyenne statistique d’ensemble est égale a la
moyenne temporelle), le temps de vie de I'état excité S; peut étre mesuré en utilisant
un systéme de comptage de photons uniques corrélés dans le temps (TCSPC pour Time-
Correlated Single-Photon Counting). Ce systéme est basé sur une électronique de type Start
and Stop, c’est a dire que 'on va mesurer le temps écoulé entre I'excitation et le premier
photon de fluorescence détecté. En répétant cette mesure suffisamment de fois, on obtient
un histogramme du nombres de photons détectés en fonction du temps, comme schématisé
sur la Figure (2.3). Une fois 'histogramme obtenu, les données sont traitées a l'aide d’une
procédure qui tient compte de la limite de résolution de 'appareil. I’analyse de la fonction
de réponse de 'appareil (IRF pour Instrument Fonction Response), dont le résultat est
présenté en Figure 2.4, a conduit a une décroissance temporelle du type bi-exponentielle :
IRF(t) oc Ayexp(—kit) + Agexp(—kot) avec Ay = 0.516 , Ay = 0.484, ky; = 5.710° s7! et
ko = 20.710° s71. Le signal D(¢) en sortie du module TCSPC correspond a la convolution
de la réponse de 'appareil avec la décroissance moyenne du signal de fluorescence qui est
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FIGURE 2.3 — Principe des mesures de temps de vie de fluorescence par TCSPC. En me-
surant le temps écoulé entre [’excitation et le premier photon de fluorescence détecté, il est
possible de construire un histogramme du nombre de photons détectés en fonction du temps
a partir duquel on peut extraire l'information de temps de vie de fluorescence.

supposée de type mono-exponetielle. La convolution entre la fonction IRF et le déclin de
temps de vie de fluorescence est donc de la forme tri-exponentielle :

A A
D(t) x (——— 4+ —2 ) exp(—kimit)
kl - ktot k? - ktot (2 37)
Al 2 .
— L exp(—kit) — ——— exp(—kat).
p—— exp(—kit) T exp(—kat)

oul ki est la constante de vitesse de désexcitation totale du niveau excité Sy, et Ay, As, ky
et ko sont des paramétres fixes obtenus par I'analyse de I'IRF décrite précédemment.
2.3 Dispositif expérimental

Le montage expérimental est basé sur le principe d’un microscope inversé (Zeiss Axio-
vert 35M) comme illustré en Figure 2.5. Lors des mesures FCS, Iexcitation s’effectue avec
un laser HeNe continu a une longueur d’onde de 633 nm. Pour les mesures de temps de vie
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FIGURE 2.4 — Fonction de réponse de lappareil (IRF) de mesure de temps de vie.

de fluorescence par TCSPC, une deuxiéme voie d’excitation avec une diode laser picose-
conde opérant a 636nm (PicoQuant LDH-P-635, taux de répétition 80 MHz) est utilisée. La
puissance du faisceau excitateur est controlée par une lame demi-onde (A/2) accolée a un
cube polariseur. Une fibre optique monomode (Thorlabs P3-630A- FC-5) permet d’assurer
un parfait chevauchement spatial entre le laser continu HeNe et la diode laser picoseconde.
Les deux faisceaux excitateurs empruntent donc le méme trajet optique en sortie de fibre
ce qui garantit un méme point focal d’excitation pour les expériences FCS et les mesures
de temps de vie de fluorescence. En sortie de fibre, les faisceaux sont élargis a 1'aide d’un
dispositif afocal de maniére a recouvrir toute la pupille arriére de 'objectif de microscope,
afin d’obtenir des points de focalisation dont les dimensions transverses sont minimales, et
donc une résolution maximale. Un miroir dichroique (Omega filters XF2072), congu pour
travailler sous une incidence de 45 degrés, réfléchi le faisceau pompe et transmet unique-
ment le signal de fluorescence (A ~ 670 nm). Aprés réfléxion sur le miroir dichroique, le
faisceau incident est focalisé sur I’échantillon & ’aide d’un objectif & eau de forte ouver-
ture numeérique (Zeiss C-Apochromat, grossissement x40, ouverture numérique 1.2) qui va
également collecter le signal de fluorescence provenant de I’échantillon (montage dit en
épi-fluorescence). Pour les mesures FCS & 633 nm, les sondes fluorescentes que nous avons
utilisées sont des molécules d’Alexa Fluor 647 (A647, Invitrogen, Carlsbad CA, rendement
quantique ® =30% en solution aqueuse) dont les pics d’absorption/émission sont respec-
tivement situés autour de 650 et 668 nm. La photo-stabilité et le bon rendement de I’Alexa
Fluor 647 en font un bon marqueur fluorescent, trés utilisé en biologie. Aprés excitation,
la fluorescence des molécules d’Alexa 647 traverse la lentille de tube du microscope (de
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FIGURE 2.5 — Dispositif expérimental utilisé pour les expériences FCS et les mesures de
temps de vie de fluorescence.

focale f =160 mm) puis est ensuite filtrée par un trou confocal de 50um placé dans le plan
image de l'objectif de microscope. En sortie du trou confocal, le signal de fluorescence est
divisé par un cube séparateur 50/50 et focalisé sur deux photodiodes & avalanche (Micro
Photon Devices par PicoQuant MPD-5CTC, avec un temps mort de 50 ns et une sur-
face active de 50 pm) placées derriére des filtres fluorescence 670£20 nm. Les fluctuations
du signal de fluorescence sont alors analysées par corrélation croisée des signaux de cha-
cunes des photodiodes a ’aide d’un corrélaleur ALV6000. I’analyse des données FCS selon
'équation (2.32) permet de déterminer le nombre de molécules, le temps de diffusion trans-
lationnelle, 'amplitude et le temps de vie de 1'état triplet ainsi que le taux de comptage
par molécule CRM. Pour les mesures de temps de vie de fluorescence, la photodiode est
couplée & un module de comptage de photons uniques corrélés dans le temps (PicoQuant
PicoHarp 300). La résolution temporelle de notre dispostif expérimental pour les mesures
de temps de vie de fluorescence est de 120 ps. Une photographie du montage expérimental
est disponible en Figure 2.6. Enfin, précisons qu’'une voie d’excitation par une diode laser
a une longueur d’onde de 488 nm est également disponible sur notre montage.

2.4 Procédure de caractérisation de la fluorescence au
voisinage d’une nano-antenne

La procédure de caractérisation expérimentale de ’exaltation de fluorescence au voisi-
nage d’une nanoantenne consiste a combiner des études FCS en fonction de la puissance
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FIGURE 2.6 — Photographie du dispositif expérimental.

d’excitation I,,. et des mesures de temps de vie de fluorescence par TCSPC. Par cette
méthode, les contributions relatives des gains a l’excitation et a I’émission sur I'exaltation
globale de fluorescence en présence d’une nanoantenne peuvent étre déterminées.

Comme nous ’avons vu en section 2.1, la FCS permet de quantifier le nombre de molécules
dans le volume d’observation et ainsi accéder au taux de comptage par molécule CRM.
Nous allons & présent introduire la notion d’exaltation de fluorescence notée np et définie
comme le rapport entre les taux de comptage par molécule en présence de la nanoantenne
CRM,4n0 €t pour une solution de référence C RM,, & la méme puissance d’excitation, de
sorte que :

ORM’RO/RO

. 2.
CRM;,, (2.38)

nr =

Si on fait I’hypothése que le fluorophore utilisé peut étre représenté par un systéme a 3
niveaux, le taux de comptage par molécule C RM est donnée par |2] :

ol,

CRM =k & — 22
"UIT L)L

(2.39)

ol I, est 'intensité de saturation définie comme :

k2, 1

et - 2.40
g 1+kcis/ktj;t ( )

ou k7, et kL, sont respectivement les taux de désexcitation total depuis I'état singulet S
et Détat triplet T. Introduisons & présent le taux d’émission k., = xk2, qui est le taux
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d’émission radiatif effectif collecté par le dispositif expérimental. L’équation 2.39 se réecrit

alors :
kem O_Ie

kS, 1+ /1,
Dans le régime linéaire d’excitation de la fluorescence c’est & dire pour une intensité d’ex-
citation I, < I, I'’équation 2.41 est réduite a :

CRM = (2.41)

CRM,,, = I;:Tmale pour I, < I,. (2.42)
tot
Le taux de comptage par molécule C'RM,,, dans le régime linéaire d’excitation de la fluo-
rescence est donc proportionnel a I'intensité d’excitation, & la section efficace d’absorption
o de la molécule, et au rapport entre le taux d’émission radiatif collecté k., et le taux
de désexcitation total k. L’exaltation de fluorescence 1y en présence d’une nano-antenne
dans le régime linéaire peut donc s’écrire :

ORMnano o nk:em
C’Fi‘]\fsol B Nktor

NElow = n, pour I, < . (2.43)

OU Ny = Kem—nano/Kem—sols Mkyor = kté;t—nano/kfot—sol et N, = 0le_nano/0le—so SON TESPEC-
tivements les exaltations sur le taux d’émission radiatif collecté, le taux de désexcitation
total et le taux d’excitation.

Dans le régime de saturation de la fluorescence, c’est a dire pour I, > I, I’équation 2.41

est réduite & :
Fem Fon

[ = lem
ks, 1+ ks KT,

Le taux de comptage par molécule C RM,,; dans le régime de saturation de la fluorescence
est donc fonction du taux d’émission radiatif collecté ke, et du rapport k.;s/ k:g)t. De plus,
on constate que le taux de fluorescence par molécule dans le régime saturé de fluorescence
ne dépend plus de I'intensité d’excitation I,. Ceci est assez intuitif puisqu’a saturation,
quelle que soit 'intensisté d’excitation, le nombre de photons de fluorescence émis par
molécule ne varie plus. Soulignons également que le rapport k.s/kL, est proportionnel
a la population relative de I’état triplet T} lorsqu’on atteint un régime de saturation de
fluorescence |49, 50]. Nous avons vérifié expérimentalement que la population de 1'état
triplet a saturation en présence des nanoantennes étudiées au cours de cette thése était
trés proche de celle de la solution de référence, et donc que le rapport ks /kL, pouvait étre
considéré comme constant. Si on suppose que la présence de la nanoantenne n’affecte que
peu ou pas la population de I’état tripet dans le régime de saturation de la fluorescence,
Iexaltation de fluorescence a saturation s’écrit :

CRM,, = pourl, > 1I. (2.44)

CRMn(zno kem—nano
= [ L Mnano ) _ Kem—nano _ L> 1. 2.45
nF’ ' ( C’RZ\4sol )sat kemfsol nkem pour > ( )

On comprend donc que des analyses dans les régimes linéaire et saturé de fluorescence
permettent d’extraire des informations sur les différentes contributions qui participent a
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I'exaltation globale de fluorescence en présence d’une nanoantenne. Cette idée est & la base
méme de notre procédure de caractérisation de la fluorescence que nous allons & présent
décrire.

Dans un premiere temps, nous déterminons par FCS les taux de comptage par molé-
cule CRM en fonction de la puissance d’excitation I, pour une solution de référence et
en présence de la nanoantenne étudiée. Les données expérimentales obtenues sont ensuite
analysés a ’aide d’un ajustement numérique de I’équation 2.41. Cette analyse permet d’ob-
tenir les taux de comptage par molécule dans le régime linéaire C RM,,, et & saturation
CRM,q. On peut alors déterminer les exaltations fluorescence 1g o, €t 1r sqt respective-
ment dans les régimes linéaire et saturé. Comme indiqué en équation 2.45, 'exaltation de
fluorescence a saturation correspond au gain sur le taux d’émission radiatif collecté 7, .
Les mesures de temps de vie de fluorescence par TCSPC vont permettre de déterminer le
gain sur le taux de désexcitation total 7y, ,, qui est simplement le rapport entre le temps
de vie du niveau excité S; de la molécule en solution et en présence de la nanoantenne
Mkror = TSsol/ Tsnano- L€ gain sur U'intensité d’excitation 7y, est alors obtenu d’aprés 1'équa-
tion 2.45 par 01, = NFi0w Meror/ Meerm -

Cette procédure de caractérisation permet donc de distinguer les contributions respectives
de 'excitation et de I’émission sur I'exaltation globale de fluorescence. La FCS n’étant pas
une technique de détection de molécule unique au sens strict, puisqu’elle ne donne accés
qu’a des informations moyennées sur ’ensemble des molécules qui traversent le volume
de détection, la procédure de caractérisation présentée ci-dessus résulte elle aussi d’une
moyenne sur toutes les orientations et les positions possibles des molécules.
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CHAPITRE 3

Confinement électromagnétique et exaltation de fluorescence par
des microsphéres diélectriques

Les microsphéres diélectriques sont des antennes optiques qui offrent des performances
remarquables compte tenu de leur faible cout comparé aux antennes métalliques. Apreés
une introduction sur les effets obtenus au voisinage d’une microsphére selon les conditions
d’illumination, nous verrons qu’une sphére éclairée par un faisceau Gaussien focalisé permet
de confiner la lumiére dans des volumes sub-longueur d’onde et d’exalter la fluorescence
moléculaire sous excitation a un et deux photons des émetteurs diffusant au voisinage de
ces objets. La détermination de la contribution des gains a l'excitation et a ’émission est
rendue possible par la procédure de caractérisation expérimentale présentée au chapitre
précedent et confirmée par des calculs théoriques. La réduction du volume de détection et
I'exaltation de fluorescence obtenues en placant une microsphére au point de focalisation
d’un objectif de microscope sont deux paramétres importants pour conduire des mesures
FCS a forte concentration avec des signaux moléculaires exaltés.
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CONFINEMENT ELECTROMAGNETIQUE ET EXALTATION DE FLUORESCENCE PAR DES
MICROSPHERES DIELECTRIQUES

3.1 Introduction sur ’effet des conditions d’illumination
d’une microsphére diélectrique

3.1.1 TIllumination par onde plane d’une microsphére diélectrique :
prédiction théorique de nanojets photoniques

(a)

74’
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FIGURE 3.1 — Nanojets photoniques créés par des microspheéres diélectriques (ns =1.59)
tlluminées sous onde plane a X =400 nm polarisée selon la direction T et se propageant
selon la direction Z. Les diamétres des sphéres sont respectivement de 1 um pour (a), 2 pm
pour (b), 8.5 pm pour (c) et 8 um pour (d) [52].

En 2004, Chen et al [51] mettent en évidence le phénoméne de nanojet photonique :
un faisceau de forte intensité, de faible divergence et dont les dimensions transverses sont
sub-longueur d’onde, qui peut émerger d’une microsphére éclairée par une onde plane [52].
Pour cela, les auteurs utilisent un outil de modélisation numérique FDTD (Finite Difference
Time Domain) pour la résolution des équations de Maxwell. La distribution d’intensité
lumineuse émergeant d’une microsphére d’indice de réfraction ng, =1.59 éclairée par une
onde plane de longueur d’onde A =400 nm, polarisée selon la direction ¥ et se propageant
selon la direction 2, est présentée en Figure 3.1 pour différentes tailles de sphéres. Comme
nous pouvons le constater, un faisceau de dimension sub-longueur d’onde dans le plan
transverse (nanojet) est généré pour des sphéres de diamétre inférieur ou égal a 3.5 um.
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Les dimensions des jets photoniques dans le plan (Z, ) ainsi que leurs positions selon la
direction de propagation Z sont fonctions de la taille des microsphéres. En particulier, un
jet photonique de largeur a mi-hauteur (ou FWHM pour Full-Width-Half-Max) dans le
plan (Z,7) de 130 nm est produit par une sphére de 1 ym (Figure 3.1(a)). Pour une sphére
de 3.5 pm (Figure 3.1(c)), un faisceau focalisé de lumiére émerge a la surface arriére de la
sphére avec un pic d’intensité I,,., =160y (ot Iy est 'intensité de l'onde plane incidente),
une dimension transverse sub-longueur d’onde (FWHM=190 nm) et une extension selon
la direction de propagation de 'ordre du micrométre. Ces nanojet lumineux ont d’ores et
déja été utilisés pour exalter le signal rétrodiffusé de particules métalliques de dimensions
nanométriques [52], le stockage optique d’informations [55], la nano-impression [56, 57, 58],
la spectroscopie Raman |59, 60| et le nettoyage laser |61, 62]. Enfin, nous soulignerons
que les caractéristiques de ces nanojets photoniques (dimensions FHWM dans le plan
transverse, positon et extension selon la direction de propagation, intensité maximale)
sont également fonctions de l'indice de réfraction des sphéres utilisées et de la longueur
d’onde d’excitation de 'onde plane incidente [52].

3.1.2 Observation expérimentale de nanojets photoniques

La premiére observation expérimentale de nanojets photoniques a été effectuée au
sein de I'équipe MOSAIC de I'Institut Fresnel en utilisant un microscope confocal & ba-
layage [63]. La collection des piles d’images dans le plan transverse (Z,%) en fonction de
la direction de propagation Zz" au voisinage d’une microsphére permet la reconstruction
compléte en trois dimensions du jet photonique. Cette démonstration expérimentale de
'existence de nanojets de lumiére a été réalisée avec des microsphére de latex (ns, =1.59)
de diamétre 1, 3 et 5 pum déposées sur une lamelle de microscope. Un exemple de piles
d’images enregistrées pour une sphére de latex de 3 pym illuminée & A =520 nm est pré-
sentée en Figure 3.2. Ces images correspondent a la distributions d’intensité dans le plan
transverse (Z,7) a différentes positions de la microsphéres en Z, incrémentées par pas de
500 nm (selon la direction de propagation c’est a dire pour des plans (Z,%) de plus en
plus proches de la sphére). En utilisant les piles d’images de la Figure 3.2, il est possible
de reconstruire le nanojet photonique créé par la sphére de 3 pm comme nous pouvons le
constater sur la Figure 3.3(a). L’intensité dans le plan transverse pour la position optimale
selon la direction Z' (c’est a dire le focus pour lequel U'intensité est maximale) est indiquée
en Figure 3.3(b). Cette distribution d’intensité suit une loi Gaussienne, comme attendu
d’aprés les prédictions théoriques [52, 53, 54]. Pour cette position optimale, la largeur & mi
hauteur FWHM mesurée est d’environ 270 nm ce qui est une taille inférieure a la longueur
d’onde effective de la lumiére incidente dans le verre (520/1.5=347 nm). Enfin, on notera
qu’une intensité d’excitation exaltée peut étre mesurée pour différents plans transverses a
la surface de la sphére (Figure 3.3(c)). L’exaltation d’intensité a été calculée en normalisant
la distribution d’intensité dans le plan transverse considéré par 'intensité en ’absence de
sphére mesurée dans ’air. Pour un focus optimal, un gain d’un facteur 30 sur l'intensité
locale d’excitation peut étre mesurée avec la sphére de 3 pum et ce gain peut atteindre 59
en considérant une sphére de 5 pum [63]. Malgré 'intérét que suscitent ces nanojets photo-
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FIGURE 3.2 — Piles d’tmages correspondant o différents plans transverses d’une spheére
de latex de Sum déposée sur une lamelle de microscope et éclairée par une onde plane a
A=520 nm. Ces images 2D ont été enregistrées pour des positions selon Z incrémentées par
pas de 500 nm (lecture de gauche & droite et de haut en bas).

niques, leur utilisation en microscopie ou spectroscopie demeure assez limitée. En effet, si
les dimensions des ces jets de lumiére sont trés étroites dans le plan transverse, la lumiére
ne peut étre confinée dans des volumes sub-longueur d’onde a cause de la faible divergence
de ce type de faisceaux qui a pour conséquence directe une élongation des dimensions selon
la direction de propagation (qui peut atteindre plusieurs micrométres). Nous allons voir
a présent qu’en considérant une illumination par faisceau Gaussien focalisé au lieu d’une
onde plane, la lumiére peut étre confinée dans des volumes sub-longueur d’onde dans les
trois directions de ’espace.

3.1.3 Illumination d’une microsphére diélectrique par un faisceau
Gaussien ultrafocalisé : vers un confinement électromagné-
tique 3D

L’étude théorique des intéractions entre une microsphére diélectrique et un faisceau
Gaussien ultrafocalisé a été effectuée en collaboration avec ’équipe CLARTE de I'Insti-
tut Fresnel [64]. Pour cela, des simulations numériques utilisant une théorie rigoureuse de
Lorentz-Mie [65] ont été employées afin de caractériser la distribution d’intensité créée au
voisinage d’une sphére de latex de 2 um dans un environnement aqueux (n=1.33), éclairée
par un faisceau Gaussien de longueur d’onde A =633 nm focalisé avec un objectif d’ouver-
ture numérique ON=21 qui confére un point de focalisation de mi-largeur transverse a 1/e?
de l'intensité maximale (ou waist) de 300 nm et une extension longitudinale de 1.25 pym.
La distribution de l'intensité du champ électrique émergeant de la microsphére, pour un
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FIGURE 3.3 — (a) Reconstruction du nanojet photonique selon l’axe optique par une sphére
de latex de 3 um d’apres la pile d’image de la Figure 3.2. (b) Coupe de lintensité selon
Uaze ¥ du plan transverse pour le point focal optimal. Les points sont les mesures expéri-
mentales et la ligne en trait continu est un ajustement numérique Gaussien. (c¢) Exaltation
de lintensité d’excitation selon la direction de propagation normalisée par rapport o la
distribution d’intensité dans le cas de Uonde plane seule (sans sphére). Les points sont les
mesures expérimentales et la ligne en trait continu est un ajustement numérique Loreztien.
(d) FWHM du nanojet photonique mesuré dans le plan transverse (Z,y) en fonction de la
direction de propagation Z. La ligne en pointillée correspond a des simulations numériques
pour une sphere de 8 um dans [’asr.
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positionnement optimal de la sphére par rapport au faisceau Gaussien focalisé incident,
est présentée en Figure 3.4(a). Pour cette position, un faisceau de forte intensité (un ordre
de grandeur plus élevé que 'intensité du faisceau focalisé en I'absence de sphére comme
nous pouvons le constater en Figure 3.4(b)) émerge de la sphére, avec des waists transverse
(230 nm) et axial (420 nm) inférieurs aux dimensions du point de focalisation du faisceau
en l'absence de sphére (indiquées précédemment). Le volume effectif d’excitation, défini
par le produit 7r3/2w926ywz/2, en présence de la sphére de latex est donc réduit d’un ordre
de grandeur comparé au cas du faisceau Gaussien focalisé en ’abscence de sphére (le vo-
lume effectif est de 0.6 um? soit 6 (A/n)? pour le faisceau Gaussien incident focalisé contre
0.06 um? soit 0.6 (A/n)? en présence de la microphére). Cette réduction de volume peut étre
d’autant plus importante en utilisant une microsphére de mélamine d’indice de réfraction
ns =1.68, comme nous le verrons dans la section 3.2.7. Soulignons toutefois que le rapport
entre l'indice de réfraction de la sphére n, et 'indice du milieu environnant n doit étre in-
férieur a 1.4. En effet, pour des contrastes d’indice plus élevés, le champ électromagnétique
est totalement confiné & I'intérieur de la sphére. Pour comprendre les mécanismes physiques
qui régissent ces effets de confinement électromagnétique, une méthode de simulation per-
mettant de calculer séparement les champs incident et diffracté a été employée [65]. La
carte de l'intensité du champ électrique diffusée par la sphére en ’absence de source est
présentée en Figure 3.4(c). Comme nous pouvons le remarquer, un faisceau de forte in-
tensité, de dimension transverse trés étroite et d’extension étendue selon la direction de
propagation est diffusé par la sphére. Ce faisceau est en réalité trés proche d’'un nanojet
photonique classique obtenue avec une sphére illuminée par onde plane. Une caractéris-
tique assez remarquable est que seule la somme cohérente du champ électrique incident
focalisé (Figure 3.4(b)) et du champ diffusé par la sphére (Figure 3.4(c)) permet d’obtenir
un confinement électromagnétique dans les trois directions de I'espace (Figure 3.4(a)). La
réduction tri-dimensionnelle du volume effectif observée est donc le résultat des intérac-
tions de deux contributions : une collimation du champ électrique incident par la sphére
combinée a des effets d’interférences entre les champs incidents et diffusés.

L’exaltation de l'intensité du champ électrique incident et la réduction du volume effectif
sont deux caractéristiques importantes que nous avons voulu exploiter par le biais de la
FCS pour des raisons fondamentales et appliquées : sonder expérimentalement la distribu-
tion électromagnétique & proximité d’une sphére avec des émetteurs fluorescents dans le
champ proche et utiliser ces microsphéres pour exalter la fluorescence de molécules tout en
réduisant le volume d’analyse FCS sous la limite de diffraction.

3.2 Exaltation de fluorescence moléculaire par des mi-
crosphéres diélectriques

Les microsphéres diélectriques présentent de multiples avantages comparés aux nanoan-
tennes métalliques. D’une part, leur nature non-absorbante (car diélectrique) n’affecte pas
ou peu le rendement quantique d’un émetteur fluorescent : elles n’introduisent donc pas
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SEec anaag

FIGURE 3.4 — (a) Carte de Uintensité du champ électrique total de la microsphére éclairée
par faisceau Gaussien focalisé. Le cercle blanc symbolise la bordure de la sphére et la ligne
noire représente le contour d’intensité a Inq./e*. Les figures (b) et (c) sont respectivement
les cartes d’intensité du champ incident (en labsence de sphére) et diffusé par la sphére.
La somme cohérente de (b) et (¢) conduit & la carte de champ (a).
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de voies de désexcitation non radiatives supplémentaires (ou quenching). D’autre part,
le colt extrémement réduit de ces microstructures (prix~130 euros pour un flacon de
microsphéres en solution contenant environ 1 milliard de sphéres) permet d’accéder plus
facilement au domaine des antennes optiques, habituellement restreint aux structures plas-
moniques qui nécessitent des outils de nano-fabrication de pointe (faisceau d’ions focalisé,
lithographie ...). Nous allons voir dans cette section que les sphéres diélectriques permettent
d’exalter la fluorescence moléculaire et réduire le volume de détection en microscopie confo-
cale sous la limite de diffraction [67, 68] avec des performances tout aussi remarquables
que celles obtenues avec certains types de nanostructures métalliques.

3.2.1 Préparation des échantillons de microsphéres

Les microsphéres de latex (ns;=1.59), avec lesquelles nous avons conduit les études
expérimentales, sont commercialisées en solution par Fluka Chemie GmbH (Buchs, Suisse).
Les diamétres calibrés de sphéres utilisées s’étendent de 0.6 & 5 pm (dispersion inférieure a
0.1 %). Les microsphéres en solution concentrée sont dans un premier temps diluées dans
de 'eau pure avant d’étre dispersées sur une lamelle de microscope (indice de réfraction
1.52, épaisseur 150pum). Aprés séchage du solvant aqueux, le contact entre les sphéres et le
substrat de verre est assuré par les forces électrostatiques. La concentration est choisie de
maniére & avoir une sphére isolée tous les 10 par 10 pm?.

3.2.2 Dispositif expérimental et analyses des données FCS en pré-
sence de microsphéres

Les expériences menées avec les microsphéres dielectriques ont été effectuées sur le
dispositif expérimental décrit au chapitre 2 a la seule exception que le filtrage confocal
s'effectue avec un trou confocal de 30 um. Les sphéres de latex sont placées au point
de focalisation de notre objectif de microscope de forte ouverture numérique (ON=1.2)
a l'aide de la platine de nanopositionnement piezoélectrique. Une goutte de 80 ul. de
solution fluorescente d’Alexa 647 est ensuite déposée sur le dessus des échantillons de
microsphéres pour les différentes tailles considérées : 0.6, 1, 1.5, 2, et 3 um. Des expériences
FCS sont alors conduites pour déterminer le nombre moyen de molécules N et le taux de
comptage par molécule C RM dans le cas de la solution de référence (hors sphére) et pour
les différentes tailles de sphéres placées au point de focalisation de 1’objectif de microscope
comme illustré en Figure 3.5(a). Un exemple de corrélogrammes obtenus lors de ces mesures
est présenté en Figure 3.5(b) pour la solution de référence et en présence d’une sphére de
2 pm. Ces mesures (avec et sans microsphére) sont effectuées pour la méme concentration
en molécules fluorescentes et sur la méme lamelle de microscope. Soulignons & présent le
fait qu’un modéle de diffusion libre ne peut strictement pas étre supposé a proximité d’une
microspheére. Cependant, les résultats expérimentaux dont nous allons discuter nécessitent
d’estimer les dimensions du volume sondé et le taux de comptage par molécule CRM.
Ces deux paramétres sont accessibles via le nombre de molécules N dans le volume de
détection, qui est, comme nous 'avons vu au chapitre 2, inversemement proportionnel &
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FIGURE 3.5 — (a) Schéma du dispositif expérimental pour l’étude des microsphéres diélec-
triques. (b) Fonctions de corrélation obtenues pour la solution de référence (noir) et en
présence d’une sphére de 2 um placée au point de focalisation de Uobjectif (rouge). L’ana-
lyse des données expérimentales a conduit ¢ N =21.3, 7, =71 ps, ny =0.80, 70 =1.9 us,
et CRM =14.5 kHz pour la solution de référence et N =2.06, 74 =22.6 us, np =0.76,
7r =0.8 us, et CRM =62.0 kHz en présence de la microsphéere.

la fonction de corrélation normalisée g?(7) a Porigine (c’est & dire pour un délai 7 = 0).
L’expression de ¢%(0) étant indépendante de la forme du faisceau d’excitation et de la
statistique de diffusion, I’estimation du nombre de molécules dans le volume de détection
et des paramétres photophysiques n’est pas affectée par les considérations de modéle de
diffusion. Ceci est une conséquence directe de la nature Poissonienne de la probabilité de
trouver une molécule dans le volume d’observation a4 un temps donné. La détermination
du coefficient de diffusion moléculaire au voisinage d’une sphére est une tache difficile qui
nécessite de prendre en compte de multiples artéfacts provenant du fait que le volume
d’observation n’est pas de type Gaussien [66] et qui dépasse le cadre de cette thése.

3.2.3 Exaltation de la fluorescence moléculaire : Mesures expéri-
mentales

La quantification du nombre de molécules dans le volume d’observation permet de dé-
terminer I’évolution des taux de comptage par molécule C RM en fonction de 'intensité
laser incidente (HeNe A =633 nm) pour les différents diamétres de sphéres de latex et
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pour le cas de la solution de référence. Les résultats de ces mesures sont présentés en Fi-
gure 3.6(a) ou les points indiquent les mesures expérimentales et les lignes en trait plein
correspondent aux ajustements numériques donnés par ’équation 2.39 du chapitre 2, et
qui sont en bon accord avec les données expérimentales. Comme nous pouvons remarquer,
des exaltations de C'RM sont trés clairement observées a toutes les puissances d’excitation
laser incidente et pour chaque diameétre de microsphéres. De plus, des taux de comptage
par molécule supérieurs a 100 kHz sont obtenus en présence des sphéres, ce qui sont des
valeurs impossibles a atteindre dans le cas de la solution de référence seule. Soulignons que
ces valeurs d’exaltation de taux de comptage par molécule sont fonctions du positionne-
ment axial de la sphére, c’est a dire de la position de la sphére par rapport au faisceau
incident. Nous reviendrons dans la section 3.2.6 sur la quantification de cette dépendance
axiale.

L’exaltation de fluorescence dans les régimes linéaire 1p 4, et saturé 7p s, de la fluorescence
peut & présent étre déduite des ajustements numériques de la Figure 3.6(a) selon la procé-
dure de caractérisation décrite au chapitre 2. Pour rappel, les exaltations de fluorescence
sont données par le rapport entre les taux de comptage par molécule C RM en présence de
sphére et dans le cas de la solution de référence dans le régime de fluorescence considéré.
Les gains de fluorescence ng o €t 1r s pour les différentes tailles de microspheres sont in-
diqués en Figure 3.6(b). Dans le régime linéaire, une exaltation maximale d’un facteur 5 sur
la fluorescence moléculaire est obtenue avec la sphére de 1.5 pym, ce qui est une valeur tout
a fait comparable avec les gains obtenus en utilisant certaines structures métalliques [69].
Les autres diameétres de sphéres donnent également des exaltations sur le taux de comptage
par molécules d’au moins 3.4. Nous allons a présent déterminer I'origine physique de cette
exaltation de fluorescence a proximité de microspheéres.

3.2.4 Détermination expérimentales des gains & I’excitation et &
I’émission sur ’exaltation globale de fluorescence

Comme nous ’avons précisé au début de cette section, de par leur nature diélectrique,
les microsphéres n’affectent que trés peu le rendement quantique des émetteurs fluorescents
environnants. Pour nous en assurer, nous avons conduit des mesures de temps de vie de
fluorescence par TCSPC sur des molécules d’Alexa 647 diffusants a la surface des sphéres.
Les courbes de déclins de fluorescence obtenues dans le cas de la solution de référence et
pour une sphére de 2 pum sont présentées en Figure 3.7. L’ajustement numérique tenant
compte de la résolution de l'instrument de mesures a conduit a une estimation du temps
de vie des molécules pour la solution de référence de 1.02 ns et de 0.98 ns en présence de
la microsphére soit une réduction du temps de vie de seulement 4%. Pour les autres dia-
métres de sphéres, la réduction du temps de vie de fluorescence mesurée se situe en dessous
de 4%, ce qui est trés proche de la précision statistique de nos mesures expérimentales.
C’est pourquoi nous allons considérer par la suite que pour tous les diamétres de sphéres
diélectrique étudiées, le rendement quantique de I’émetteur fluorescent reste inchangé. Ceci
a une conséquence directe sur le taux de désexcitation total qui prend la valeur 7y, =1
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FIGURE 3.6 — (a) Evolution des taux de comptage par molécule CRM (points) en fonction
de la puissance d’excitation et analyses numériques (lignes continues) dans le cas de la
solution de référence et en présence de microspheres de latex. Fxaltation de fluorescence
dans les régimes linéaire Np oy €t Saturé npsq déduite des mesures (a).

(Mk,,, etant définit comme le rapport entre le temps de vie de la molécule en solution et au
voisinage de la sphére).

L’exaltation de fluorescence détectée est donc le résultat d’une combinaison d’un gain a
I'excitation 7y, et a l’émision 7y, . Or, nous avons vu que le taux d’émission radiatif collecté
était défini par k., = Kk k,qq OU Kk et k,.qq sont respectivement l'efficacité de collection de
notre dispositif expérimental et le taux d’émission radiatif du fluorophore. La présence de
la microsphére n’affectant pas le taux d’émission radiatif de la molécule, le gain sur le taux
d’émission ny,,, correspond au gain sur l'efficacité de collection 1., = Ksphere/Ksotution = M-
La contribution des gains sur l'intensité d’excitation est alors déduite des données de la
Figure 3.6 par la relation 01, = Npiow/Mr.. = NFi0w/Mkem = NMFiow/ M-

Les résultats expérimentaux de la détermination des contributions des gains a ’excitation
et a la collection (symbolisés par des points) sont résumeés en Figure 3.8. L’exaltation de
fluorescence d'un facteur 7p ., =5 obtenue avec la sphére de latex de 1.5 pm est une com-
binaison d'un gain sur l'intensité d’excitation de n;, =2.2 et d’un gain sur la collection
de ng,,, =2.2. Une microsphére illuminée sous faisceau Gaussien agit donc comme une mi-
crolentille placée dans le champ proche des émetteurs qui permet une surfocalisation du
faisceau incident et une amélioration de l'efficacité de collection des photons de fluores-
cence. Souligons que tous les résultats obtenus avec les microsphéres sont indépendants du
fluorophore utilisé car I'exaltation de fluorescence mesurée étant une combinaison de gains
a l'excitation et a I’émission, il n’y a pas de modifications du taux d’émission radiatif de
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FIGURE 3.7 — Mesures de temps de vie de fluorescence dans le cas de la solution de référence
et en présence d’une sphére de 2 um. Les points représentent les mesures expérimentales
et les lignes continues sont pour les ajustements numériques qui permettent d’accéder au
temps de vie moyen de fluorescence. Les courbes sont décalées horizontalement par souci
de lecture.

I’émetteur considéré, ce qui n’est pas le cas au voisinage d’un nanoantenne métallique.

3.2.5 Simulations numériques des contributions des gains & I’exci-
tation et a ’émission

En complément de nos mesures expérimentales, I’équipe CLARTE de I'Institut Fres-
nel a effectué des simulations numériques a trois dimensions pour calculer la distribution
d’intensité électromagnétique au voisinage d’une microsphére en utilisant la théorie de
Lorentz-Mie [65]. Le faisceau Gaussien incident polarisé linéairement a été simulé en utili-
sant les coefficient de Davis du premier ordre avec des paramétres de faisceau correspondant
a la configuration expérimentale utilisée avec I’objectif & immersion d’ouverture numérique
ON=1.2 [64]. A titre d’exemple, une carte de la distribution d’intensité du champ électro-
magnétique est disponible en Figure 3.9 dans le cas d’une sphére de 2 ym. Pour déterminer
le gain sur l'intensité d’excitation, nous introduisons la densité d’intensité électromagné-
tique p. qui est définie comme l'intensité d’excitation totale Iy, par unité de volume effectif
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FIGURE 3.8 — Contributions des gains a ’excitation (a) et a l’émission (b) sur lexaltation
globale de fluorescence en fonction du diamétre des sphéres. Les points représentent les
mesures expérimentales et les lignes continues sont pour les simulations numériques.

Verfs Pe = Iy /Veyss, Vintensité totale d’excitation étant donnée par |2, 65, 70] :

IV:/ |E|2dV. (3.1)
Vv

ou le volume effectif est défini par :

(/V|E|2d‘/)2'

|E|*aV
Vv

Vers = (3.2)

L’intégration numérique de I'intensité du champ électrique est effectuée sur la région en
dehors de la sphére ou l'intensité est plus forte que I,,,4,/10, avec Ip,q, le maximum d’in-
tensité du champ excitateur. L’exaltation d’intensité est finalement obtenue en calculant le
ratio entre la densité d’intensité électromagnétique p. pour le diamétre de sphére considéré
et la valeur de p, sans microsphére (c’est & dire lorsque le faisceau est uniquement focalisé
par I'objectif d’ouverture numérique ON=1.2). Les résultats de ces calculs théoriques sont
tracés en fonction du diamétre des sphéres sur la Figure 3.8(a) (ligne continue). Comme
nous pouvons le remarquer, les simulations numériques sont en bon accord avec les valeurs
expérimentales, avec des différences relatives comparables aux incertitudes sur les mesures
expérimentales. Afin de déterminer le gain théorique sur Uefficacité de collection, un dipdle
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100

FIGURE 3.9 — Simulation numérique de la distribution d’intensité du champ électrique au
voisinage d’une sphére de latex (ng =1.59) de 2 pm illuminée par un faisceau Gaussien
a A =633 nm focalisé par un objectif a eau d’ouverture numérique O.N =1.2. Le milieu
environnant la sphére est aqueuzr (n =1.83) et Uindice de réfraction de la lamelle de verre
(représenté par la ligne blanche horizontale) est de n =1.5.

unique a été placé a proximité de la surface de la sphére a la position correspondant au
maximum d’intensité de la distribution du champ électrique (le maximum d’intensité est
visible sur la Figure 3.9 dans le cas d’une sphére de 2 pm). La moyenne du flux du vecteur
de Poynting a ensuite été calculée en champ lointain & travers une surface sphérique fer-
mée de 20 pm de rayon localisée sous la sphére et centrée sur la position du dipdle avec un
demi-angle de collection de 60° correspond a l'objectif & immersion utilisé pour les mesures
expérimentales. L’efficacité de collection est obtenue en déterminant le ratio entre le flux du
vecteur de Poynting calculé précedemment et le flux du vecteur de Poynting sur toutes les
directions de I'espace (c’est a dire dans un angle solide de 47 steradians). Le gain sur leffi-
cacité de collection est alors déterminé en normalisant U'efficacité de collection en présence
d’une microsphére par rapport a la référence sans sphére. Les mesures expérimentales étant
moyennées sur toutes les orientations possibles des molécules (car elles diffusent en solu-
tion), Iefficacité de collection théorique a été moyennée selon les trois directions de ’espace
Z,y et Z. Les résultats de ces simulations sur les gains a la collection sont représentés par
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la ligne continue de la Figure 3.8(b) et sont en accord avec les mesures expérimentales. La
mince différence peut s’expliquer par le fait que les simulations numériques ne tiennent pas
compte de la moyenne dans 'espace de la position des dipoles, comme c’est le cas en FCS.
En combinant les simulations numériques des gains théoriques a ’excitation et a I’émission,
nous obtenons les gains de fluorescence total en fonction de taille des microsphéres. Nous
pouvons remarquer que les valeurs absolues des contribution des gains a I'excitation et a
I’emission sont trés proches pour tous les diamétres de sphéres. Ceci est assez intuitif par
principe de réciprocité de la lumiére : la surfocalisation du faisceau incident permet une
augmentation de l'intensité excitatrice et réciproquement une amélioration de Defficacité
de la collection des photons de fluorescence dans des proportions similaires.

3.2.6 Confinement du volume de détection FCS sous la limite de
diffraction

L’accés au nombre de molécules présentes dans le volume de détection permet de dé-
terminer la taille du volume effectif sondé en présence d’une microsphére. Le confinement
électromagnétique produit par une microsphére illuminée par faisceau Gaussien focalisé
étant dépendant de la position axiale, la réduction du volume d’observation est elle aussi
fonction de la position de la sphére par rapport au faisceau incident. Pour quantifier cette
dépendance, nous avons mesuré la réduction du volume effectif détecté (qui est simple-
ment le rapport entre le nombre de molécule en I'absence Ny, et en présence d’une sphére
Nyphere) €n fonction de la position selon I'axe zZ. Comme nous pouvons le remarquer en
Figure 3.10(a), la réduction de volume de détection (représentée par les losanges bleus) est
trés fortement dépendante de la position axiale 7 et une réduction d’un facteur 10 du vo-
lume d’analyse FCS peut étre mesurée pour un positionnement optimal (pour z =2.5 pm).
L’exaltation de fluorescence 1g 0, dépend également de la position de la sphére par rapport
au faisceau incident comme remarquable sur la Figure 3.10(a) (ou I'exaltation de fluores-
cence est représentée par les cercles rouges). L’exaltation de fluorescence et la réduction
du volume de détection obtenues en fonction du diameétre des sphéres sont résumées en
Figure 3.10(b) pour les positions optimales en Z. Une sphére de 2 um permet de réduire le
volume d’observation d’un facteur 10 et en méme temps d’exalter la fluorescence molécu-
laire d’un facteur 5, sans modification du rendement quantique de I’émetteur diffusant. La
réduction du volume d’observation est une condition cruciale pour conduire des mesures
FCS a forte concentration [3, 4].

3.2.7 Comparaison des performances entre microsphéres de latex
(ns =1.59) et mélamine (n, =1.68)

Nous avons vu précedemment que les microsphéres de latex (n, =1.59) pouvaient exalter
jusqu’a 5 fois la fluorescence moléculaire. De plus, nous avons indiqué dans la section 3.1.3
que des spheéres fabriquées en résine de mélamine (n, =1.68) permettaient d’obtenir des
confinements électromagnétiques plus importants et donc des intensités locales d’excitation
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FIGURE 3.10 — (a) Réduction du volume d’observation (losanges bleus) et exaltation de
fluorescence (cercles rouges) en fonction de la position de la sphére de 2 pm par rapport
au faisceau incident. (b) Bilan des exaltation de fluorescence et de la réduction du volume
d’observation en fonction du diamétre des microsphéres.

plus élevées. Nous allons a présent montrer qu’une sphére de mélamine de 2 um permet
d’obtenir une exaltation de fluorescence plus forte q'une sphére de latex [71]. Toutes les
mesures expérimentales FCS (détermination du nombre moyen de molécules N, évolution
des taux de comptage par molécule C RM en fonction de la puissance d’excitation) effec-
tuées avec les sphéres de latex ont été reprises pour le cas d’une sphére de mélamine de
2 pm. L'exaltation de fluorescence 7p 0, mesurée a faible intensité d’excitation atteint un
facteur 7.5 avec la sphére de mélamine ce qui est une valeur plus forte que celle obtenue
avec la sphére de latex comme indiqué en Figure 3.11. Ce gain de fluorescence s’explique
majoritairement par une densité d’énergie électromagnétique plus forte au voisinage d’une
sphére de mélamine, la collection n’étant quasiment pas affectée par la nature du diélec-
trique utilisé. Enfin, le confinement du volume d’observation est d’autant plus marqué avec
la sphére de mélamine, ol une réduction du nombre de molécules d’un facteur 13 est obte-
nue. La comparaison des exaltations de fluorescence, des gains & I’excitation et a I’émission
et la réduction du volume d’analyse entre les sphéres de 2 pum de latex et mélamine est
résumée en Figure 3.11.

3.3 [Exaltation de fluorescence sous excitation biphoto-
nique

La fluorescence sous excitation & deux photons (TPEF pour Two Photons Fluores-
cence Excitation) est un contraste de plus en plus utilisé en microscopie optique depuis sa
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FIGURE 3.11 — Fzxaltation de fluorescence, contributions des gains a ’excitation et a l’émis-
sion, et réduction du volume de détection FCS par rapport au cas de la solution de référence
pour des spheres de 2 um en latex ou mélamine.

premiére démonstration expérimentale en 1990 |72]. De par la nature non linéaire de I'exci-
tation (deux photons incident doivent étre absorbés quasi-simultannément par la molécule),
le processus de fluorescence a deux photons est intriséquement résolu en trois dimensions
ce qui permet d’améliorer le contraste d’imagerie et de limiter le photoblanchiment des
molécules des plans hors-focus par rapport a la fluorescence & un photon. La fluorescence
a deux photons a également ouvert de nouvelles opportunités pour étendre les applica-
tions de la spectroscopie par corrélation de fluorescence [73, 74, 75, 76, 77]. Cependant,
la faible section efficace du processus d’absorption & deux photons (oqp est de 'ordre de
1075% cm®s/photon alors que la section efficace d’absorption 4 un photon op est de I'ordre
de 107 ¢cm?) ne permet pas d’obtenir des taux de comptage par molécule C RM élevés et
donc un bon rapport signal sur bruit.

Pour les raisons invoquées précédemment, exalter la fluorescence moléculaire sous excita-
tion & deux photons permettrait d’améliorer efficacement la TPEFCS (TPEFCS pour Two
Photons Excitation Fluorescence Correlation Spectroscopy) et plus généralement ouvrir
de nouvelles possibilités pour les applications biophotoniques. Afin d’atteindre ce but, de
nombreuses études ont suggéré 'emploi de nanostructures métalliques [69, 78, 79] pour
exalter les champs optiques incidents et améliorer I'efficacité de collection sous excitation
multi-photonique du phénoméne de fluorescence. Toutefois, le fort signal de luminescence
généré par la structure elle-méme limite nettement le rapport signal sur bruit nécessaire
pour détecter une molécule unique. De plus, I’emploi de nanostructures plasmoniques est
également limité par la tenue au flux des substrats métalliques, qui subissent des dom-
mages photo-induits irréversibles sous forte excitation optique (comme c’est le cas avec
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'excitation par source impulsionnelle).

Afin de contourner les problémes de luminescence et de tenue au flux des structures plas-
moniques, de précédents travaux ont suggéré 'utilisation de microsphéres de silice ajoutées
a une solution contenant des molécules de rhodamine B en cuvette [53|. Une exaltation de
30% de la fluorescence a deux photons a été mesurée pour cette configuration en intégrant
le spectre du signal de la solution de rhodamine B en présence et en 1’absence de micro-
sphéres. A cause de la moyenne spatiale du phénoméne sur une large zone, il n’est pas
possible, d’aprés la méthode expérimentale décrite précédemment, de quantifier le gain de
fluorescence a deux photons produit par une microsphére individuelle. Pour cette raison,
nous avons voulu caractériser ’exaltation de fluorescence sous excitation a4 deux photons
produit par une sphére unique [80] et par la méme occasion, vérifier si ces résultats étaient
compatibles avec les mesures sous excitation & un photon.

3.3.1 Dispositif expérimental utilisé pour la spectroscopie de fluo-
rescence sous excitation & deux photons

Le montage utilisé dans cette section différe quelque peu de celui décrit dans le cha-
pitre 2. Le dispositif expérimental (Figure 3.12(a)) est toujours basé sur le principe d’un
microscope inversé avec un objectif a immersion d’ouverture numérique ON=1.2. Pour les
mesures FCS & deux photons, une goutte de 50 pul. d’Alexa Fluor 488 (A488, Invitrogen,
Carlsbad CA, dont les pics d’absorption/émission sont respectivement centrés sur 495 et
519 nm) diluée dans de ’eau pure est déposée au-dessus des échantillons de microsphéres.
Le nanopositonnement des échantillons selon les trois directions de I'espace est assuré par
la platine piezoélectrique. L’excitation & deux photons s’effectue avec un laser impulsionnel
accordable Ti :Sapphire qui délivre des impulsions de 150 fs avec un taux de répétition
de 80 MHz (Chameleon, Coherent, Santa Clara, CA). Pour les mesures que nous allons
décrire, la longueur d’onde d’excitation a été fixée & 920 nm, qui est la longueur d’onde
pour laquelle le signal de fluorescence sous excitation a deux photons est optimal sur le
montage. Aprés excitation, le signal de fluorescence est filtré de I'incident laser par un mi-
roir dichroique et détecté par deux photodiodes & avalanche (PekinElmer SPCM-AQR-14,
Boston MA) avec des filtres de fluorescence de type passe-bande (525425 nm). A cause
de la nature non linéaire de 'excitation, il n’est pas utile d’utiliser un trou confocal pour
rejeter la lumiére provenant des plans hors-focus, ce qui facilite ’alignement du dispositif
expérimental comparé au cas de I'excitation & un photon. L’intensité de fluorescence a
deux photons est ensuite analysée par le corrélateur ALV6000 pour calculer la fonction de
corrélation g?(7). Enfin, les données expérimentales sont étudiées de la méme maniére que
pour 'excitation & un photon.

3.3.2 Reésultats expérimentaux

Les mesures FCS sous excitation a deux photons ont été conduites dans le but de
mesurer le nombre de molécules N et le taux de comptage par molécule en fonction de
intensité d’excitation (incrémentée de 7 & 30 mW) dans le cas de la solution de référence
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FIGURE 3.12 — (a) et (b) Dispositif expérimental utilisé pour les mesures FCS sous exci-
tation & deuz photons. (c) Corrélogrammes obtenus dans le cas de la solution de référence
(bleu) et en présence d’une sphére de 3 pm (rouge) pour une méme concentration en molé-
cules d’Alexa 488. (d) Résumé des réductions de volume obtenues pour les différentes tailles
de spheéres par rapport a la solution de référence.

et en présence d’une microsphére (diamétre 1.5, 2,3 et 5 um) placée au point de focalisation
de l'objectif. Un exemple de corrélogramme obtenu en solution libre et en présence d’une
sphére de 3 pm pour une méme concentration est présenté en Figure 3.12(c). La réduction
du volume d’observation (la ratio entre le nombre de molécule détectées en solution libre
et en présence d’une microsphére) calculée pour chaque diamétre de sphére est indiquée
en Figure 3.12(d). L’objectif de forte ouverture numeérique utilisé pour les mesures FCS en
solution fournissant un volume de détection limité par la diffraction, les volumes sondés
en présence de microsphéres sont sub-longueurs d’onde, comme dans le cas des résultats
obtenus sous excitation de la fluorescence a un photon. On notera en particulier une ré-
duction de volume d’un facteur 8 pour la sphére de 3 um, ce qui permet de conduire des
expériences FCS a plus forte concentration [3, 4].

Les résultats expérimentaux de I’évolution du taux de comptage par molécule CRM en
fonction de l'intensité d’excitation sont représentés par des points en Figure 3.13(a) pour
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FIGURE 3.13 — (a) Evolution du tauz de comptage par molécule CRM en fonction de
Iintensité d’excitation pour le cas de la solution de référence et pour différents diamétres
de microspheéres. Les points représentent les mesures expérimentales et les lignes continues
symbolisent 'ajustement numérique selon l'équation 3.53. (b) Exaltation de fluorescence
Nr,, mesurée dans le régime linéaire normalisée par rapport & la solution de référence pour
les différents diamétres de microsphéres.

le cas de la référence en solution et en présence de microsphéres. Des taux de comptage par
molécule plus élevés pour chaque puissance d’excitation sont obtenus en présence de micro-
sphéres comparé au cas de la solution de référence. L’analyse de ces résultats expérimentaux
s’effectue en utilisant une expression standard de I’évolution du taux de fluorescence sous
excitation a deux photons [2] :

2
Jgple

M=rd 22
CRM =r® 775

(3.3)

oll g9p est la section efficace d’absorption a deux photons du fluorophore considéré
(dans le cas présent Alexa Fluor 488) et I, est intensité de saturation sous excitation
a deux photons, définie par Iy = \/k/02p. Les résultats de ces ajustements numériques
sont représentés par les lignes continues sur la Figure 3.13(a). Dans le régime linéaire
d’excitation de la fluorescence a deux photons (I, < I), 'expression 3.3 est réduite a
CRMp, = k ® o9p I2, ce qui indique que le taux de fluorescence est proportionnel
au carré de l'intensité d’excitation. L’exaltation de fluorescence dans le régime linéaire
N = (CRMiow)sphere/(CRMiow) sotution Peut alors se déduire de ’ajustement numérique.
Les résultats de ces calculs sont présentés en Figure 3.13(b). Une exaltation de fluorescence
a deux photons supérieure a un facteur 6 est obtenue avec chaque diamétre de microsphéres.
En particulier un gain de fluorescence d’un facteur 10 est mesuré avec une sphére de 3 ym.

64



3.3. Fxaltation de fluorescence sous excitation biphotonique

a b
3.0 24
- e 2.2
é 2.5 é
2.0 H
8 20- S
%’ .5 g 1.8
o U7 )
8 107 B 14-
(8] =
x 0.5 - (]
w O 1.2 I
0.0 +——— T — _ 1 1.0 — T T T
1.5 2 3 5 1.5 2 3 5
Sphere diameter (um) Sphere diameter (um)

FIGURE 3.14 — Contributions des gains a l’excitation et a ’émission sur l'exaltation de
fluorescence pour les différents diameétres de microspheres.

Soulignons que pour une puissance d’excitation de 10 mW, le signal de fluorescence total
est de 60 kHz pour la solution de référence (sans sphére) et de 72 kHz en présence d’une
sphére de 3 pm avec un bruit de photoluminescence (provenant de la sphére) inférieur a
2 kHz. Cela permet d’obtenir un rapport signal sur bruit d’environ 36 en présence de la
sphére, avec un bruit de photoluminescence négligeable contrairement aux structures mé-
talliques qui générent des niveaux de luminescence élevés [81].

Afin de caractériser la contribution des gains a 'excitation et a ’émission qui contribuent
a I'exaltation de fluorescence a deux photons, nous avons étendu la procédure de caracté-
risation de fluorescence présentée dans le chapitre 2 a l'excitation a deux photons. Dans
le régime de saturation (c’est a dire pour I, > ), le taux de comptage par molécule
s'écrit CRM e = k © oap 152. En considérant que le taux d’émission radiatif des mo-
lécules d’Alexa 488 n’est pas affecté par la présence de la microsphére, I'exaltation de
fluorescence dans le régime saturé s’écrit : ng,, = (CRMow)sphere/(CRMiow)sotution =
(k 0ap I2)sphere/ (K 0ap I2)sotution- E introduisant expression de l'intensité de saturation
Iy = \/kiot/oap, il vient ng,,, = Ksphere/Ksotution qUi €st simplement le gain sur l'efficacité
de collection 7,. Dans le régime linéaire d’excitation, I'exaltation de fluorescence s’écrit
(par analogie au cas de l'excitation & un photon) : ng, = ni N, OU My, est le gain sur
I'intensité d’excitation. Les gains ng, et 7, ayant été déterminés d’apreés les ajustements
numériques de la Figure 3.13(a), nous pouvons déduire le gain sur I'intensité d’excitation
N, = \/NMr,, /N« Les gains a 'excitation et & I"émission pour les différents diamétres de
sphéres sont présentés en Figure 3.14. Comme nous pouvons le constater, I'exaltation de
fluorescence d’un facteur 10 obtenue avec la sphére de 3 pum est une combinaison de gains
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sur 'excitation et I’émission respectivement d’un facteur 2.3 et 1.9. Ces résultats sont co-
hérents avec ceux obtenus sous excitation a un photon [68], en tenant compte d’un facteur
de correction d’échelle spatiale provenant de la différence de longueur d’onde d’excitation,
qui est décalée vers les plus hautes longueurs d’onde dans le cas de 'excitation a deux
photons.

3.4 Conclusion sur les microsphéres diélectriques

Les microsphéres diélectriques apparaissent étre des antennes optiques simples mais trés
efficaces pour réduire le volume d’observation en microscopie confocale sous la limite de
diffraction et exalter la fluorescence des molécules qui diffusent au voisinage de ces objets.
En jouant le réle de microlentilles placées dans le champ proche des émetteurs, ces sphéres
permettent d’augmenter 'intensité d’excitation et d’ameéliorer 'efficacité de collection des
photons de fluorescence du dispositif expérimental. Grace & la procédure de caractérisation
de fluorescence développée, nous avons pu expérimentalement et numériquement détermi-
ner le poids relatif des gains a I’excitation et a la collection participant a I’exaltation globale
de fluorescence. Enfin, nous soulignerons que les exaltation de fluorescence obtenues sous
excitation a un et deux photons au voisinage de microsphéres sont trés importantes pour
les applications biophotoniques. En effet, nous verrons dans le dernier chapitre de cette
thése que les microsphéres dielectriques peuvent étre trés utiles pour les mesures rapides
en FCS (c’est a dire pour la réduction du temps d’intégration des mesures), mais égale-
ment pour les expériences de corrélations croisées a deux couleurs FCCS, les applications
endoscopiques et plus généralement dans le domaine de la microscopie confocale.
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CHAPITRE 4

Exaltation de fluorescence dans des nano-ouvertures métalliques :
influence des paramétres des ouvertures sur |'émission moléculaire

Les nano-ouvertures percées dans des films métalliques ont fait 'objet d’un trés grand
nombre d’études expérimentales, théoriques, et appliquées depuis la mise en évidence de
leurs propriétés originales de transmission exaltée par Thomas Ebbesen et al [82]. Les résu-
lats obtenus par 1’équipe MOSAIC en 2005 |91] sur 'exaltation de fluorescence moléculaire
dans des ouvertures nanométriques d’aluminium est I'un des exemples les plus marquants
de I'utilisation de ces structures avec des émetteurs dans le champ proche. Pour comprendre
lorigine physique cette exaltation, la procédure de caractérisation de fluorescence présen-
tée dans le chapitre 2 a été utilisée et complétée par des calculs théoriques effectués par
I’équipe CLARTE. Ces analyses, que nous présenterons tout au long de ce chapitre, ont
permis d’améliorer trés efficacement le design des ouvertures métalliques en étudiant diffé-
rents paramétres tels que la géométrie et la taille des ouvertures, la permittivité du métal
considéré et la couche d’adhésion métal/substrat utilisée. Ceci a conduit a I’élaboration
d’une structure optimisée permettant d’exalter 25x la fluorescence de molécules diffusant
dans une ouverture, ce qui est un gain trés nettement supérieur a celui obtenu avec les
sphéres diélectriques présentées dans le chapitre 3. Ces résultats sont importants pour le
suivi dynamique de réactions biochimiques & fortes concentrations et plus généralement
pour 'analyse moléculaire a 1’échelle de quelques émetteurs.
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4.1 Introduction sur la transmission extraordinaire de la

lumiére au travers de nano-ouvertures métalliques

La présence de nano-ouvertures percées dans un film métallique (Figure 4.1 (a)), dont
les dimensions sont inférieures a la longueur d’onde de la lumiére incidente, a conduit a la
découverte de propriétés optiques inattendues comme il a été reporté par Thomas Ebbesen
et al en 1998 [82]. Parmi ces effets optiques originaux, la transmission extraordinaire de la
lumiére (un ordre de grandeur plus élevé que les prédictions de Bethe des années 1940 [83])
et le filtrage spectral de la lumiére incidente [84] ont en particulier été mis en évidence.
Dés lors, d’importants travaux de recherche fondamentale ont été ménés afin d’étudier
et de comprendre 'origine physique de ces phénoménes dans lesquels les plasmons de
surface jouent un role essentiel. Le traitement de ces effets physiques par un modéle tenant
compte de la combinaison des ondes de surface avec une ouverture de dimension sub-
longueur d’onde permet d’expliquer 'origine de cette transmission exaltée contrairement
au traitement idéalisé de Bethe, qui considérait une ouverture dans un film meétallique
parfaitement conducteur d’épaisseur nulle. Sous les approximations de Bethe, I’expression
de D'efficacité de transmission np (normalisée par rapport a la surface de 'ouverture) s’écrit
[83] :

64(kr)?t
B = —F5 5
27m?

ou k est la norme du vecteur d’onde de la lumiére incidente de longueur d’onde A (k = 27 /)\)
et r est le rayon de 'ouverture. L’efficacité de transmission np varie donc en fonction du
rapport (r/A)%, ce qui indique que la transmission optique chute trés rapidement quand A
devient supérieur a r (Figure 4.1 (b)). Ceci est directement li¢ au fait que la lumiére ne
peut pas se propager dans I'ouverture lorsque A > 4r, qui est une premiére approximation
de la longueur d’onde de coupure. Dans un cas plus réaliste, la coupure intervient a des
longueurs d’onde plus élevées lorsque la conductivité du métal est prise en compte.

Les progrés technologiques effectués en nano-fabrication durant les derniéres décénies ont
rendu possible la réalisation de nanostructures, permettant ainsi de mesurer les propriétés
de transmission et de diffraction par une ouverture métallique de dimensions sub-longueur
d’onde dans la gamme des fréquences optiques |85, 86]. Les résultats de ces mesures ont
d’une part montrés que la lumiére était moins diffractée que prévu [85, 86|, et d’autre part
que le spectre de transmission mesuré en sortie d’une nano-ouverture métallique circulaire
(Figure 4.1 (c)) présente un pic de résonance de l'intensité transmise comme nous pou-
vons le constater sur la Figure 4.1 (d), ce qui n’était pas prédit par la théorie de Bethe.
L’apparition de tels pics de résonance est due a I’excitation des modes de surface plasmons
localisés sur les bords des ouvertures métalliques [87|, définis par les dimensions latérales
des ouvertures, mais aussi & d’autres modes de résonance définis selon la profondeur de
I'ouverture et qui contribuent & la transmission extraordinaire [88].

Les propriétés originales des nano-ouvertures métalliques ont été ’objet, malgré leur ap-
parente simplicité, de nombreuses études théoriques et expérimentales [89] et ont ouverts
de nouvelles opportunités dans des domaines tels que la miniaturisation des dispositifs op-

(4.1)
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tiques et optoélectroniques, la détection chimique mais aussi ’analyse biophysique. L’une
des applications biologiques les plus marquantes de 1'utilisation des nano-ouvertures métal-
liques a été effectuée en 2003 par Levene et al [90] en conduisant des études FCS dans des
volumes d’analyse sub-longueur d’onde. Cette idée a ensuite été reprise au sein de 'équipe
MOSAIC dans le but d’observer des lois de diffusion sous la limite de diffraction.
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FIGURE 4.1 — (a) Image de microscope électronique & balayage d’une ouverture de 270 nm
percée dans un film d’argent d’épaisseur 200 nm. Spectre de transmission (b) et diffraction
(c) de la lumiére visible d’une ouverture sub-longueur d’onde percée dans un métal parfait
infiniment mince (selon la théorie de Bethe). (d) Spectre de transmission en lumiére blanche
mesuré pour la structure (a) (unités arbitraires) [84].

4.2 Exaltation de fluorescence par des nano-ouvertures
percées dans un film d’or

Comme indiqué dans la section 4.1, la thématique des nano-ouvertures métalliques a, &
lorigine, été développée au sein de ’équipe MOSAIC en collaboration avec Thomas Ebbe-
sen (Institut de Science et d’Ingénierie Supramoléculaires, Strasbourg) pour effectuer des
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analyses FCS dans des volumes sub-longueur d’onde. Cependant, dés les premiére mesures,
des résultats assez inattendus sont apparus. En effet, comme il a été reporté en 2005 par
Hervé Rigneault et al [91], la fluorescence des molécules diffusants dans des ouvertures
métalliques de diamétres compris entre 110 et 420 nm est exaltée. Ces effets n’ont pu étre
observés par Levene et al [90] car les diamétres des ouvertures utilisées étaient inférieurs
a 80 nm, ce qui est un régime bien en dessous de la coupure et pour lequel les pertes par
absorption sont importantes comme nous le montrerons dans la section 4.5.

Les premiéres mesures sur ’exaltation de fluorescence par des nano-ouvertures circulaires
ont été effectué sur un film métallique d’aluminium [91]. Pour une ouverture de 150 nm,
qui est le diamétre optimal pour un film d’aluminium, les gains mesurés sur le taux de fluo-
rescence de molécules de Rhodamine 6G étaient supérieurs a un facteur 6. D’autres formes
d’ouvertures ont également été étudiées comme les géometries rectangulaires [92], mais les
gains obtenus sont assez comparables a ceux mesurés avec les géométries circulaires. Pour
cette raison, nous avons choisi de ne présenter dans ce chapitre que les résultats obtenus sur
les nano-ouvertures circulaires percées dans des films métalliques pour différentes configu-
rations. Une description détaillée sur les contributions physiques a 1’origine de I'exaltation
de fluorescence dans une nano-ouverture sera également présentée.

4.2.1 Fabrication des nano-ouvertures métalliques

Toutes les nano-ouvertures métalliques utilisées au cours de cette thése ont été fabri-
quées a I'Institut de Science et d’Ingénierie Supramoléculaires (Strasbourg). Pour les études
que nous allons décrire dans cette section, un film d’or d’épaisseur 200 nm est déposé sur
une lamelle de microscope (épaisseur 150 pm) par évaporation thermique. L’adhésion entre
le film d’or et le substrat de verre est assurée par une couche de 15 nm de chrome (Cr)
partiellement oxydé. Des ouvertures circulaires de diamétres compris entre 80 et 310 nm
sont ensuite gravées par faisceau d’ions focalisés (FEI Strata DB235).

4.2.2 Influence de la taille des nano-ouvertures sur ’exaltation de
fluorescence moléculaire

L’étude des nano-ouvertures circulaires d’or a été effectuée sur le montage présenté en
Figure 4.2, de la méme maniére que pour 1’étude des microsphéres du chapitre 3. Contraire-
ment aux sphéres diélectriques, les structures métalliques provoquent des changements de
durée de vie des émetteurs placés a proximité, qui sont directement liés aux modifications
des taux d’émission radiatif k7 et non radiatif k° . L’exaltation de fluorescence résultante
est donc une combinaison intriquée de gains sur I'intensité d’excitation, sur 'efficacité de
collection et sur le rendement quantique d’émission. La détermination des modifications
absolues des taux d’émission radiatif et non radiatif est une tache extrémement difficile, et
qui nécessite de séparer les contributions des modifications sur l'efficacité de collection (k)
et sur le taux d’émission radiatif (k%) participant au gain a P'émission 7y, (kem = & k), ce
que ne permet pas la procédure de caractérisation de fluorescence développée. Néanmoins
la détermination de la réduction du temps de vie de fluorescence des molécules peut étre
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FIGURE 4.2 — (a) Schéma du dispositif expérimental utilisé pour I'étude de nano-ouvertures.
(b) Vue agrandie de louverture présentée en (a). Pour les mesures dans les nano-
ouvertures, une goutte de 50 pulL de solution fluorescente est déposée au-dessus des échan-
tillons. La diffusion constante des molécules a travers le volume de détection permet de
limiter U'observation du photoblanchiment.

considérée comme une mesure relative de la densité locale d’états électromagnétiques dans
une nano-ouveture métallique comparée a la solution de référence.

Afin de quantifier Iexaltation de fluorescence sur des molécules d’Alexa Fluor 647 (excitées
a A =633 nm) dans des nano-ouvertures en or (de diamétre allant de 80 a 310 nm), des
expériences de spectroscopie de corrélation de fluorescence combinées a des mesures de
temps de vie de fluorescence ont été conduites [93|. L’analyse des données FCS s’effectue
a 'aide du modeéle de diffusion Brownienne de I'équation 2.32 du chapitre 2. Comme au
voisinage d’une sphére diélectrique, 'hypothése d’une diffusion tri-dimensionnelle dans un
espace libre ne peut étre strictement supposée a l'intérieur d’une nano-ouverture. Cepen-
dant, 'information sur ’espace exploré par une molécule dans une nano-ouverture peut étre
obtenu en considérant le facteur de structure s (pour rappel, s est le ratio entre les dimen-
sions d’excitation dans le plan transverse et longitudial) comme un parameétre libre dans
I’analyse numérique. Sous cette considération, le paramétre de structure tend vers 'unité
pour toutes les analyses FCS conduites dans des nano-ouvertures. Les corrégrammes obte-
nus pour les molécules d’Alexa 647 diffusant dans une ouverture de 120 nm sont présentés
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FIGURE 4.3 — (a) Fonctions de corrélation obtenues pour des molécules d’Alexa 647 dif-
fusant dans une ouverture de 120 nm (points) et analyses numériques (lignes continues)
selon l’équation 2.32 du chapitre 2 pour différentes puissances d’excitation : 50, 200 et
500 uW. (b) Traces temporelles du signal de fluorescence correspondants a (a) pour les
différentes puissances d’excitation [95].

en Figure 4.3 (a) pour différentes puissances d’excitation. L’analyse des résultats a été
effectuée en fixant le parameétre s = 1, permettant ainsi un ajustement numeérique (lignes
continues) en trés bon accord avec les mesures expérimentales (points). Ces analyses per-
mettent d’accéder au nombre moyen de molécules N diffusants dans I'ouverture, et donc
au taux de comptage par molécule CRM.

L’évolution du taux de fluorescence par molécule en fonction de la puissance d’excitation
(incrémentée de 25 a 500 W) est présentée en Figure 4.4 (a) pour chaque diamétre d’ou-
verture et pour la référence en solution (les points sont les mesures expériementales et les
lignes continues réprésentent I’ajustement numérique selon 'équation 2.39 du chapitre 2).
Il est clair d’aprés ces mesures que les nano-ouvertures permettent d’accéder a des taux de
comptage par molécule plus élevés que dans le cas de la solution de référence. Pour évaluer
ces gains de maniére quantitative, 'exaltation de fluorescence dans les régimes linéaires
Nr,, €t saturés np,,, ont été calculés a l'aide des données issues des analyses numériques
de la Figure 4.4 (a). Les gains de fluorescence ng,, et g, mesurés sont indiqués en Fi-
gure 4.4 (b) en fonction du diamétre de I'ouverture métallique. Ces résultats montrent que
des gains de fluorescence supérieurs a un facteur 4 sont obtenus pour chaque taille de nano-
ouvertures dans le régime linéaire d’excitation, avec en particulier un optimum pour une
ouverture de 120 nm qui permet d’exalter d’un facteur 12 la fluorescence moléculaire. Pour
déterminer l'origine physique de cette exaltation de fluorescence, nous devons a présent
appliquer la procédure de caractérisation de la fluorescence développée.
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FIGURE 4.4 — (a) Evolution du taux de comptage par molécule en fonction de la puis-
sance d’excitation dans le cas de la solution de référence et pour les différentes tailles de
nano-ouvertures (les points sont les mesures expérimentales et les lignes continues repré-
sentent les ajustements numériques selon l’équation 2.39 du chapitre 2). (b) Ezxaltation de
fluorescence dans les régimes linéaire ng,,, et saturé ng,,, de la fluorescence déduits des
ajustements numériques de (a) [95].

4.2.3 Deétermination des gains a I’excitation et & I’émission contri-
buant a ’exaltation globale de fluorescence

Les changements de propriétés d’émission de fluorescence d’une molécule placée dans
une nano-ouverture métallique résultent d’'une combinaison intriquée de variations locales
et qui sont : une augmentation de l'intensité d’excitation incidente due au confinement
électromagnétique dans l'ouverture, une amélioration de la directivité d’émission et une
modification du rendement quantique de ’émetteur. Comme nous ’avons montré dans le
chapitre 2, I'exaltation de fluorescence dans le régime saturé 7y, , correspond au gain sur
le taux d’émission 7, (pour rappel, le taux d’émission est définie par k., = x k2, oll
est lefficacité de collection du dispositif expérimental et k2 le taux d’émission radiatif).
Des exaltations supérieures a un facteur 6 sur le taux d’émission sont obtenues pour des
ouvertures de diamétres compris entre 100 et 150 nm (Figure 4.6 (b)). Pour tous les autres
diameétre de nano-ouverture, une exaltation minimale de 2.5 est mesurée. Soulignons le fait
que les gains a l’émission 7, sont dus d’'une part & une amélioration de la directivité
d’émission vers les détecteurs, une molécule diffusant dans une ouverture émettant préfé-
rentiellement vers le bas de 'ouverture (du coté du substrat de verre), et d’autre part a
'augmentation du taux d’émission radiatif k2.

En paralléle des études FCS, des mesures de déclins de fluorescence par TCSPC permet-
tant de déterminer le temps de vie de fluorescence des molécules d’Alexa 647 en solution et
dans les nano-ouvertures (pour les différents diameétres) ont été menées. Les résultats sont
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FIGURE 4.5 — (a) Traces normalisées du déclin de fluorescence des molécules d’Alexa 647
diffusant en solution et dans les différentes tailles de nano-ouvertures. Les points repreé-
sentent les mesures expérimentales et les lignes continues indiquent ’ajustement numé-
riques selon [’équation 2.37. Réduction du temps de vie de fluorescence ny,,,, normalisée
par rapport au cas de la solution de référence, en fonction du diamétre des ouvertures [93].

présentés en Figure 4.5 (a), ou les points indiquent les mesures expérimentales et les lignes
continues représentent I'ajustement numérique utilisant ’équation 2.37. La réduction du
temps de vie de fluorescence ny,,, peut alors calculée pour chaque diamétre d’ouvertures
métalliques, comme indiqué en Figure 4.5 (b). Plus la taille de I'ouverture est réduite,
plus les molécules diffusant a 'intérieur sont proches des parois métalliques et plus 7y,,,
augmente (avec en particulier une réduction d’un facteur 7y, =3 pour une ouverture de
80 nm). Ceci est une conséquence directe de la modification de la densité locale d’états
photoniques. Comme indiqué précédemment, la réduction du temps de vie de fluorescence
peut étre vue comme une mesure relative de la densité locale d’états photoniques.

La détermination des gains sur la fluorescence moléculaire 7p,  , le taux d’émission n,,, et
le temps de déclin de fluorescence 7y, , permet a présent d’accéder a l'exaltation sur l'in-
tensité d’excitation par la relation 77, = ng,. Mo,/ Mk - Le€s gains sur le taux d’excitation
sont indiqués en Figure 4.6 (d) en fonction du diamétre des ouvertures. Une augmentation
de la densité locale d’énergie électromagnétique supérieure a 2 est mesurée pour toutes les
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nano-ouvertures, avec un gain 1y, = jusqu’a 3.5 pour un diameétre de 120 nm.
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FIGURE 4.6 — Détermination expérimentale de lexaltation de fluorescence ng,, (a) et
contributions physiques des gains a l'émission ny,, (b), sur la réduction du temps vie de
fluorescence ny,,, (c) et sur lintensité d’excitation (d) en fonction du diamétre des nano-
ouvertures [93].

4.2.4 Simulations numériques et interprétation physique

Pour confirmer les résultats expérimentaux de la sous-section précédente, des calculs
théoriques ont été effectués afin de déterminer les gains sur l'excitation et I’émission d’une
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FIGURE 4.7 — Contributions des gains a l'excitation (cercles pleins) et a I’émission (cercles
vides) en fonction de la taille des nano-ouvertures. Ces résultats ont été calculés par la
méthode des éléments finis et moyennés dans un plan de 15 nm a Uintérieur des ouver-

tures [94].

molécule placée dans une nano-ouverture [93, 94]. Ces calculs ont été conduits par une
analyse numérique basée sur la méthode des éléments finis en utilisant COMSOL MULTI-
PHYSICS version 3.3. Les dimensions de 1'espace de calcul sont de 1.0x1.0x1.1 pum?, avec
des conditions aux limites sur les six faces. Une nano-ouverture unique est placée au centre
d'un film d’or d’épaisseur 200 nm déposé sur un substrat de quartz. Pour simplifier les
calculs numériques, la zone d’observation a été restreinte a un plan de 15 nm a l'intérieur
de I'ouverture. Ceci permet de calculer les contributions des gains relatifs a ’excitation et
a I’émission en s’affranchissant de la lourde tache de normalisation sur le volume complet
de l'ouverture.

Afin de déterminer I'exaltation sur Iintensité d’excitation, une onde plane (de longueur
d’onde A = 633nm) est envoyée & 500 nm de ouverture métallique, du coté du substrat de
verre. La distribution d’intensité est alors mesurée et moyennée sur le plan d’observation
de 15 nm a l'intérieur de 'ouverture. Ces données sont ensuite normalisées par l'intensité
moyenne a I'intérieur d’'une méme surface sans film métallique, permettant ainsi d’accéder
au gain sur la densité d’énergie électromagnétique dans une nano-ouverture d’or. Les ré-
sultats de ces calculs sont représentés par les cercles pleins en Figure 4.7 et sont en bon
accord avec les résultats expérimentaux de la Figure 4.6 (d). En particulier, un optimum
sur le gain d’intensité d’excitation est obtenu pour une ouverture de diameétre ~120 nm,
comme observé expérimentalement.

Pour le calcul des gains a I’émission, un dipole de 1 nm est positionné a différents endroits
dans le plan de 15 nm dans la nano-ouverture, de la méme maniére que pour le calcul
a l'excitation. La puissance de I’émission rayonnée par le dipole est estimée en intégrant
le vecteur de Poynting selon la composante longitudinale z dans un plan localisé 20 nm
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FI1GURE 4.8 — Constante de propagation v du mode guidé fondamental a l'intérieur d’une
ouverture d’or (dans un milieu aqueur d’indice n =1.33) en fonction du diamétre de l'ou-
verture. La ligne continue représente la partie réelle de vy et la ligne en pointillée sa partie
imaginaire. La ligne verticale en pointillée représente la position intuitive de la coupure qui
est lintersection entre les parties réelle et imaginaire de . Le diametre de nano-ouverture
pour lequel 'exaltation de fluorescence est maximale est indiqué par la fleche verte et la
position pour laquelle la vitesse de groupe v, est minimale est représentée par un point noir
sur la courbe de la partie réelle de vy [94].

sous le substrat métallique. En normalisant cette puissance par celle calculée en I’absence
d’ouverture métallique, on accéde au gain a I’émission. Les résultats des gains & ’émission
obtenus pour les différents diamétres d’ouvertures sont présentés en Figure 4.7 (cercles
vides). Notons que ces calculs ont été effectués pour des orientations de dipoles selon les
directions ¥, i/ et Z, et les gains & ’émission présentés résultent d’une moyenne de ces diffé-
rentes orientations. Comme pour I'excitation, on observe un optimum de gain & ’émission
pour une ouverture d’environ 120 nm. Ces deux effets combinés sont a l'origine du pic
d’exaltation de fluorescence obtenu avec une ouverture d’or de 120 nm. En complément
de la détermination des gains a 'excitation et a ’émission, la constante de propagation y
du mode guidé fondamental a 'intérieur d’une ouverture cylindrique infiniment longue a
été calculée en fonction du diameétre de 'ouverture par une méthode différentielle [95] (Fi-
gure 4.8). L’incide du milieu a I'intérieur du cylindre est fixé & n =1.33, ce qui correspond a
la configuration expérimentale pour laquelle les molécules organiques d’Alexa 647 diffusent
dans le solvant aqueux. La constante ~y est définie comme v = k,/ko, avec kg = 27 /\. Si
I’on considére un conducteur métallique parfait, la coupure est définie comme le diamétre
de 'ouverture pour laquelle la partie réelle de la constante de propagation v s’annule. Si le
taille de la nano-ouverture est inférieure a la coupure, v est imaginaire et il n’existe plus
de mode guidé propagatif. Une autre caractéristique de la coupure est que la vitesse de
groupe v, s’annule. Dans le cas d’'une métal réel (c’est a dire en tenant compte de I'ab-
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sorption), il n’existe pas de coupure définie par 'annulation de la constante de propagation
~v. On peut cependant définir de maniére assez intuituve la coupure comme la taille de
louverture lorsque la partie imaginaire de la constante v devient supérieure & sa partie
réelle [96], ce qui correspond au diamétre indiqué par la ligne verticale en pointillée sur
la Figure 4.8 (qui est 'intersection entre les courbes des parties réelle et imaginaire de la
constante de propagation «y). De maniére assez surprenante, le diamétre de nano-ouverture
(120 nm) pour lequel I'exaltation de fluorescence est maximale se situe 50 nm en-dessous
de la coupure intuitive. Pour expliquer cet effet, il faut préciser que pour un matériau ab-
sorbant, l'intersection entre les parties réelle et imaginaire de la constante de propagation
7 ne coincide plus avec une vitesse de groupe v, nulle. En effet, pour un métal réel, la
vitesse de groupe v, ne s’annule pas mais passe par un minimum quand la partie réelle
de la constante v est minimale, ce qui correspond également & un maximum de densité
locale d’états photoniques [97]. Le minimum de la vitesse de groupe est indiqué par le
point noir sur la courbe de la partie réelle de v de la Figure 4.8. Comme remarquable,
cette position correspond également au diamétre d’ouverture métallique pour lequel I'exal-
tation de fluorescence est maximale. Le gain sur la densité d’énergie électromagnétique a
I'intérieur d’une nano-ouverture est donc corrélée avec un maximum de densité de modes
photoniques.

L’étude des propriétés des nano-ouvertures avec des émetteurs dans le champ proche a
permis de mettre en évidence 3 types de régime comme indiqué en Figure 4.6. Dans la
zone n°2, la densité d’energie électromagnétique étant maximale (le champ est évanescent
et reste confiné dans la partie inférieure des ouvertures car leurs diamétres sont inférieurs
a la coupure), l'exaltation de fluorescence est optimale. Au dessus de la coupure (zone
n°3), le champ électromagnétique étant propagatif, la densité d’energie électromagnétique
diminue par rapport & la zone n°2, ce qui entraine également une chute de I'exaltation de
fluorescence. Enfin, dans la zone 1, les molécules étant proches des parois métalliques et
a cause de augmentation des pertes ohmiques (la partie imaginaire de la constante de
propagation v devient importante dans la zone n°1), I'exaltation de fluorescence chute for-
tement. Ces résultats doivent étre pris en considération pour 'optimisation du design des
nano-ouvertures métalliques permettant d’exalter la détection de molécules fluorescentes
en solution.

4.2.5 Analyse spectrale de I’exaltation de fluorescence dans des
nano-ouvertures d’or

En complément des expériences FCS, des analyses spectrales ont été conduites pour étu-
dier I'influence des nano-ouvertures d’or sur le spectre d’émission des molécules d’Alexa 647.
Les mesures spectrales ont été effectuées a ’aide d’un spectrométre a réseau (Jobin-Yvon
SPEX 270M) équipé d’une caméra CCD refroidie par oxygéne liquide. Les spectres des in-
tensités de fluorescence obtenues ont été normalisés par le nombre de molécules présentes
dans le volume d’analyse déduit d’aprés les études FCS de la sous-section 4.2.2. Les ré-
sultats de ces mesures sont présentés en Figure 4.9 (a) pour les différents diamétres de
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diamétres supérieurs a 150 nm par ajout d’une couche supérieure de chrome
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FIGURE 4.9 — (a) Spectre intégré du taux de fluorescence par émetteur en fonction de la
longueur d’onde d’émission des molécules d’Alexa 647 diffusant dans les nano-ouvertures
d’or et dans le cas de la référence en solution (temps d’acquisition : 10 s).(b) Ezaltation
de fluorescence en fonction de la longueur d’onde d’émission dans les nano-ouvertures
normalisée par rapport & la solution de référence [94].

nano-ouvertures et dans le cas de la solution de référence. Comme attendu, le taux de fluo-
rescence par émetteur est exalté dans toute la gamme spectrale d’émission de fluorescence,
avec un gain maximal obtenu pour une ouverture de 120 nm. De plus, la forme du spectre
d’émission des molécules d’Alexa 647 est globalement inchangée dans les nano-ouvertures.
Les spectres d’émission des intensités par molécule obtenus dans les ouvertures ont été en-
suite normalisés par rapport a la référence en solution pour évaluer la dépendance spectrale
de l'exaltation de fluorescence n (Figure 4.9 (b)). Dans la gamme 650-690 nm, ’exaltation
de fluorescence n augmente en fonction de la longueur d’onde d’émission. Le spectre d’émis-
sion des molécules utilisées doit donc étre pris en considération pour maximiser les gains
de fluorescence obtenus.

4.3 Augmentation du confinement électromagnétique a
l'intérieur d’ouvertures de diameétres supérieurs a
150 nm par ajout d’une couche supérieure de chrome

Nous avons vu dans la sous-section 4.2.4 qu’il est possible de distinguer trois types
de régimes dans les nano-ouvertures. Dans la zone n°3 de la Figure 4.6, la propagation
du champ électromagnétique a pour effet de diminuer 'exaltation de fluorescence. En
déposant une couche métallique supplémentaire au-dessus du film d’or, il est possible de
diminuer la transmission de la lumiére et donc confiner I’énergie électromagnétique dans la
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FIGURE 4.10 — Evolution du nombre moyen de molécules N (a) et du tauz de fluorescence
par émetteur CRM (b) en fonction du diameétre des nano-ouvertures percées dans un film
d’or en présence (gris) et en l'abscence (jaune) d’une couche supérieure de 20 nm de
chrome.

partie inférieure des nano-ouvertures de la zone n°3. Pour cette étude, un couche de 15 nm
de chrome oxydé assure ’adhésion entre un substrat de verre et un film d’or d’épaisseur
150 nm. Une couche de 20 nm de chrome est ensuite déposée au-dessus du film d’or. Des
ouvertures circulaires de diamétres 100, 120, 160, 220, 260, 300 et 350 nm sont alors gravées
par faisceau d’ions focalisés. Les mémes diamétres d’ouvertures ont également été gravées
dans un échantillon de référence constitué par un film de 150 nm d’or déposé sur un substrat
de verre avec une couche d’adhésion de 15 nm de chrome.

L’étude de l'influence de la couche de 20 nm au-dessus du film d’or a été effectuée par
spectroscopie de corrélation de fluorescence sur des molécules d’Alexa 647. L’analyse des
données expérimentales permet de déterminer le nombre moyen de molécules N diffusant
dans les ouvertures et le taux de fluorescence par émetteur C RM. I’évolution du nombre de
molécules en fonction du diamétre des nano-ouvertures pour les films métalliques composés
de 150 nm d’or et de 150 nm d’or + 20 nm de chrome est présentée en Figure 4.10 (a). Le
nombre de molécules détectées en présence du film de 20 nm de chrome au dessus du film
d’or est fortement réduit comparé au cas du film d’or seul pour des diamétres d’ouvertures
supérieurs a 150 nm. La couche supérieure de chrome a pour effet de confiner le champ
électromagnétique dans la partie inférieure des ouvertures. La coupure globale du guide
est donc décalée vers de plus hautes longueurs d’onde car la transmission de la lumiére au
travers des ouvertures est freinée par la présence du film de 20 nm de chrome.
L’évolution de l'exaltation de fluorescence en fonction du diamétre des nano-ouvertures
pour les films d’or avec et sans couche supérieure de chrome est présentée en Figure 4.10 (b).
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Ces données ont été obtenues en normalisant les taux de comptage par molécules mesurés
pour les différentes ouvertures étudiées par rapport a la solution de référence. Pour le film
d’or seul, un gain de fluorescence d’un facteur ng_, =11.5 est obtenu avec une ouverture
de 120 nm ce qui est en accord avec les résultats de la section 4.2. Dans la zone n°2, les
gains de fluorescence mesurés en présence de la couche supérieure de 20 nm de chrome sont
inférieurs & ceux obtenus avec un film d’or seul. Cependant, dans la zone n°3, les gains
NE,, Sont plus importants en utilisant la couche de chrome au dessus du film d’or. Pour
un diamétre d’ouverture de 220 nm, I'exaltation de fluorescence moléculaire est augmentée
d’un facteur 2 & un facteur 6 en présence du film de 20 nm de chrome. Ceci est directement
lié au décalage de la fréquence de coupure, qui permet un confinement électromagnétique
pour des ouvertures de diamétres supérieurs & 150 nm. Ces résultats ont été utilisés pour
diminuer la transmission de la lumiére au travers de nano-ouvertures corruguées comme
nous le montrerons dans le chapitre 5.

4.4 Prédiction de ’exaltation de fluorescence dans une
nano-ouverture en fonction du rendement quantique
de ’émetteur utilisé

Comme il a été indiqué dans le chapitre 1 de cette thése, le facteur d’exaltation de
fluorescence dépend trés fortement de la sonde fluorescente utilisée et plus précisement de
son rendement quantique ®. Pour un fluorophore idéal (& =100%), I'exaltation de fluo-
rescence provient uniquement de la contribution des gains sur l'intensité d’excitation et
Pefficacité de collection, aucun gain ne pouvant étre obtenu sur le rendement quantique.
Plus le rendement quantique ® d’un émetteur est faible, plus ’exaltation de fluorescence
au voisinage d’'une nano-antenne peut étre importante, dans la limite ol les pertes ne do-
minent pas les intéractions lumiére-matiére. Pour quantifier la dépendance de I'exaltation
de fluorescence en fonction du rendement quantique de I’émetteur diffusant a 'intérieur
des nano-ouvertures, un modéle analytique a été développé.

En I’absence de structures plasmoniques (c¢’est a dire dans le cas de la solution de référence),
les molécules présentent un taux d’excitation k. (avec k. = o I, oil o est la section efficace
d’absorption de la molécule et I. est U'intensité d’excitation), un taux d’émission radiatif
kS, un taux d’émission non radiatif k. et un rendement quantique ® = k2 /(k? + k3.). En
introduisant une nano-antenne plasmonique au voisinage des émetteurs fluorescents, le taux
d’émission radiatif est modifié en k5%, I'efficacité de collection en x*, et le taux d’excitation
en k*. Le rendement quantique des émetteurs se réécrit alors ®* = k5% /(k5* + k5 + k%, ),
ot le taux de relaxations internes non radiatives k2 est maintenu constant, et une nouvelle
voie de relaxation non radiative £k}, est introduite pour tenir compte des pertes ohmiques
et des transferts non radiatifs d’énergie aux électrons libres du métal [8].

Dans le régime linéaire d’excitation de la fluorescence, I’exaltation de fluorescence np,  est
proportionnelle aux gains sur 'intensité d’excitation n;, et sur ’émission 7y, , et inverse-

ment proportionnelle & la réduction du temps de vie de 'émetteur 7y, ,. En explicitant ces
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différents termes, I'exaltation de fluorescence ng,  s’écrit :

_ nkem _ k: Kj* kf* k‘f + kg’l"
Mow = Me " "= ke & kS kS + kS, + k7,

ktot abs

(4.2)

En introduisant 1'expression du rendement quantique initial & en l’abscence de nano-
antenne plasmonique, I’équation 4.2 se réecrit :

ke R kS 1
_ ke sk S 43
Miow =3, % kS (1—®)+ ¢ (43)

oi ¢ = (kK2 /kS + k!, Jk2) = (Mg, + @ — 1)/P. La quantité ¢ pouvant étre calibrée lors de
la caractérisation expérimentale des structures étudiées, celle-ci peut étre utilisée comme
un parameétre fixe. L'exaltation de fluorescence np,, peut alors étre tracée (d’aprés 'équa-
tion 4.3) en fonction du rendement quantique inital ® de 1’émetteur.

Les gains de fluorescence moléculaire en fonction du rendement quantique initial de I’émet-
teur utilisé sont indiqués en Figure 4.11 pour différents diamétres de nano-ouvertures (ex-
primés en unité de longueur d’onde d’excitation). Pour une ouverture de diamétre 0.2,
I'exaltation de fluorescence passe d’un facteur 12 a 22 lorsque le rendement quantique
de I'émetteur est diminué de 30 & 1%. Ces prédictions analytiques ont été vérifices ex-
périmentalement en mesurant l'exaltation de fluorescence ng_, dans des nano-ouvertures
corruguées lorsque ’on diminue le rendement quantique des molécules d’Alexa 647 (4 1'aide
d’un quencher) comme nous le verrons dans le chapitre 5.

4.5 Comparaisons des performances entre nano-ouver-
tures percées dans des films d’or et d’aluminium

Les études expérimentales présentées dans la section 4.2 ont été reconduites pour carac-
tériser I'influence de la permittivité du métal utilisé sur I'exaltation de fluorescence dans
une nano-ouverture [94, 98]. Pour ce faire, des mesures sur des ouvertures de diameétre com-
pris entre 120 et 280 nm percées dans un film d’aluminium (épaisseur du film : 200 nm,
aucune couche supplémentaire n’est nécessaire pour assurer I’adhésion entre le film métal-
lique et le substrat de verre) ont été effectuées. La gravure de ces ouvertures s’effectue par
faisceau d’ions focalisés, de la méme maniére que pour le film d’or.

4.5.1 Influence de la taille des ouvertures en aluminium sur I’exal-
tation de fluorescence

L’évolution du taux de fluorescence des molécules d’Alexa 647 (excitées & A =633nm) en

fonction de la puissance d’excitation est présentée en Figure 4.12 (a) pour une ouverture

en aluminium de 170 nm (qui correspond au diamétre optimum) et dans le cas de la
solution de référence. Ces données peuvent étre directement comparées avec les résultats
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FIGURE 4.11 — Ezaltation de fluorescence ng,, dans le régime linéaire d’excitation en
fonction du rendement quantique initial de ’émetteur fluorescent utilisé obtenue d’apres
léquation 4.3 pour des nano-ouvertures (de diamétres exprimés en unité de la longueur
d’onde d’excitation \) percées dans un film d’or [98].

obtenus pour des nano-ouvertures d’or. Les taux de comptage par molécules mesurés dans
les ouvertures d’aluminium sont plus élévés que dans le cas de la solution de référence,
mais plus faibles que ceux obtenus avec le film d’or. L’exaltation de fluorescence ng,  dans
le régime linéaire d’excitation (déduite de I’analyse numérique selon I'équation 2.39 des
résultats expérimentaux de la Figure 4.12 (a)) pour chaque diamétre de nano-ouvertures
en aluminium est indiquée en Figure 4.12 (b) (carré bleu). Un gain de fluorescence d’un
facteur np,, =8 par rapport a la solution de référence est obtenu avec une ouverture
en aluminium de 170 nm, ce qui est une valeur plus faible que celle mesurée pour une
ouverture en or de 120 nm (ng,, =12). Le décalage de 50 nm sur le diamétre optimum de
Iouverture est une conséquence directe des différences de permittivité complexe entre 1’or
et 'aluminium.

4.5.2 Contributions relatives des gains a ’excitation et & I’émis-
sion et fréquence de coupure

Les gains sur le renforcement de densité d’energie électromagnétique 7, et sur I’émis-

sion des molécules 7, ont été calculés selon la procédure de caractérisation expérimentale

développée. Les résultats sont représentés par les carrés bleus en Figure 4.13 (a) et (b)
et peuvent étre comparés aux valeurs obtenues en utilisant un film d’or (cercles rouges).
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FIGURE 4.12 — (a) Evolution des taux de comptage par molécules CRM en fonction de la
puissance d’excitation pour les différentes tailles d’ouvertures. Les carrés bleus et les cercles
rouges indiquent respectivement les mesures expérimentales obtenues pour les films d’alu-
mintum et d’or et les lignes continues représentent [’ajustement numérique selon [’équa-
tion 2.39. (b) Ezaltation de fluorescence ng,,, dans le régime linéaire d’excitation des molé-
cules d’Alexa 647 pour les films d’aluminium (carrés bleus) et d’or (cercles rouges) déduits
des ajustements numériques de (a) [94].

L’émission est affectée de facon majeure par la permittivité du métal utilisée. En particu-
lier, pour les diamétres optimum d’ouvertures, les gains & ’émission sont respectivement
de 6.8 et 2.8 pour les films d’or et d’aluminium, soit une réduction de 59% sur le nombre
de photons de fluorescence collecté.

De maniére assez surprenante, ’exaltation sur l'intensité d’excitation calculée pour les ou-
vertures en aluminium est supérieure a celle des ouvertures en or. En particulier, un gain
d’un facteur 4.8 est obtenu avec une ouverture d’aluminium de 120 nm, soit une augmen-
tation de 31% par rapport au film d’or pour le méme diamétre d’ouverture. Malgré le fait
que l'intensité d’excitation soit plus fortement augmentée dans les nano-ouvertures d’alu-
minium, I'exaltation de fluorescence globale est de loin supérieure avec les nano-ouvertures
d’or.

Les calculs des parties réelle et imaginaire de la constante de propagation 7 sont présentés
en Figure 4.13 (¢). Comme dans le cas du film d’or, la coupure intuitive ne coincide pas
avec le diamétre d’ouverture pour lequel 'exaltation de fluorescence est maximale, mais
correspond approximativement au diamétre pour lequel la vitesse de groupe est minimale.
Pour des tailles d’ouvertures inférieure a 240 nm, la partie imaginaire de la constante de
propagation ~ croit de maniére exponentielle. Le fait qu’aucune exaltation de fluorescence
n’ait été détectée par Levene et al [90] dans des nano-ouvertures en aluminium de diamétres
inférieurs & 80 nm semble étre di aux pertes par absorption dans ce régime.
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FIGURE 4.13 — Gains a lexcitation (a) et a ’émission (b) contribuants a 'exaltation glo-
bale de fluorescence de la Figure 4.12 (b) pour les différentes tailles d’ouvertures. Les carrés
bleus et les cercles rouges représentent respectivement les résultats obtenus pour les films
d’aluminium et d’or. (c) Constante de propagation v du mode guidé fondamental & l'inté-
rieur d’une ouverture d’aluminium (dans un milieu aqueux d’indice n =1.33) en fonction
du diametre de ["ouverture. La ligne continue représente la partie réelle de v et la ligne
en pointillée sa partie imaginaire. La ligne verticale en pointillée représente la position in-
tuttuve de la coupure qui est l'intersection entre les parties réelle el imaginaire de 7. Le
diameétre de nano-ouverture pour lequel Uexaltation de fluorescence est maxrimale est indi-
qué par la fleche verte et la position pour laquelle la vitesse de groupe v, est minimale est
représentée par un point noir sur la courbe de la partie réelle de v [94, 98].

4.5.3 Conclusions sur les comparaisons des ouvertures d’or et d’alu-
minium
L’étude de la permittivité du métal utilisé pour la fabrication des nano-ouvertures a

permis de mettre en avant le fait que des taux de fluorescence par molécules plus elevés
sont obtenus avec un film d’or comparé a un film d’aluminium. Ces observations semblent
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étre lies aux amplitudes des résonances plasmons, qui sont plus élevées dans le cas de 1'or
(dans les fréquences optiques étudiées). Le décalage de 50 nm du diamétre optimum des
ouvertures d’or par rapport a I'aluminium, permet d’effectuer des expériences FCS dans
des gammes de concentration plus élevées et avec des signaux moléculaires plus fortements
exaltés. D’autres mesures expérimentales ont été conduites sur des nano-ouvertures percées
dans des films d’argent, mais la rapide oxydation de ce type de métal n’a pas conduit a
des résultats concluants.

4.6 Influence de la couche d’adhésion entre un susbrat
de verre et un film d’or sur ’exaltation de fluores-
cence

La majorité des nano-antennes plasmoniques sur susbtrats métalliques sont fabriquées a

I’heure actuelle en utilisant des films d’or. Comme nous ’avons précisé lors de la description
de la fabrication des nano-ouvertures dans la section 4.2, I'adhésion entre un film d’or et
un substrat de verre nécessite I'utilisation d’une couche d’accroche supplémentaire (en gé-
néral métallique). Cependant, 'influence du film d’adhésion sur les propriétés des antennes
est souvent ignorée. De précédentes études expérimentales ont montrées que des couches
métalliques de chrome ou titane décalaient, élargissaient et amortissaient les résonances
plasmons dans le cas d’une interface plane [99, 100, 101]. Pour des couches diélectriques,
des études numériques ont mis en évidence le décalage des résonances plasmons vers de
plus grandes longueurs d’ondes di a U'influence de Uindice de réfraction [102].
Des études expérimentales et théoriques plus détaillées sur la couche d’accroche permet-
traient un meilleur choix quant a la nature (épaisseur et permittivité) du film d’adhésion
a utiliser, et donc une potentielle amélioration des performances des antennes. Pour cette
raison, nous avons tiré parti des résultats obtenus sur les nano-ouvertures d’or présentés
dans la section 4.2 pour mettre en évidence l'influence de différentes couches d’adhésion
verre /or sur lexaltation de fluorescence moléculaire. Les études que nous allons présenter
ont été effectuées en utilisant une ouverture circulaire de diamétre optimisée (120 nm) qui
sert de point de comparaison pour toutes ces investigations.

4.6.1 Fabrication des nano-ouvertures d’or pour les différentes
couches d’adhésion étudiées

Tous les films métalliques et diélectriques utilisés dans cette étude sont déposés en uti-
lisant une pulvérisation cathodique magnétron DC dans une méme chambre. L’adhésion
entre le film d’or d’épaisseur 150 nm est assuré par des couches de 5 nm de chrome (Cr)
ou titane(Ti), ou 10 nm de titane, ou 10 nm de dioxyde de titane (TiO2) ou de dioxyde
de chrome (Cry03). Les couches d’adhésion oxydées sont déposées sous pression partielle
d’oxygéne. Le controle du dépot des épaisseurs des couches est opéré par un moniteur piezo-
électrique. La calibration du dépot s’effectue a ’aide d’un cristal de quartz et d’échantillons
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tests. Cela garantit une incertitude sur ’épaisseur des différentes couches d’adhésion infé-
rieure & 20 %. Des ouvertures de 120 nm de diameétre réalisées par faisceau d’ions focalisés
sont alors gravées dans le film d’or pour les différents échantillons de couches d’adhésion.
Enfin, la rugosité du film métallique est vérifiée pour étre similaire pour les différentes
couches d’adhésion. Un schéma des nano-ouvertures et une image SEM (Scanning electron
microscope) d’une coupe d’un échantillon type sont disponibles en Figure 4.14.

Gold film

Excitation T

Adhesion
Fluorescence ¥

layer

FIGURE 4.14 — (a) Schéma de la configuration expérimentale des molécules fluorescentes
diffusants dans Uouverture de 120 nm pour différentes couches d’adhésion entre le film d’or
et le substrat de verre : 5 nm de Cr ou Ti, ou 10 nm de Ti, ou 10 nm de TiOy ou CryOs.
(b) Image SEM de la coupe par FIB (dans le plan longitudinal) d’un échantillon type. La
région sombre indiquée par la fleche blanche correspond a la couche d’adhésion.

4.6.2 Mesures expérimentales pour les différentes couches d’adhé-
sion

L’évolution des taux de comptage par molécule C RM en fonction de la puissance d’ex-
citation (incrémentée de 10 & 400 W) a été mesurée dans une ouverture de 120 nm pour
les différentes couches d’adhésion étudiées et pour la référence en solution. Les résultats
de ces mesures sont représentés par les cercles en Figure 4.15 (a). La couche d’adhésion
utilisée a une influence majeure sur le taux de fluorescence par molécule. Pour analyser ces
données de maniére plus précise, les mesures expérimentales ont été traitées selon 1’ajus-
tement numeérique de I’équation 2.39. Les paramétres d’analyses numériques obtenus sont
indiqués dans le tableau en Figure 4.15 (b), ou la constante A est définie comme le produit
de D'efficacité de collection s par le rendement quantique ® et la section efficace o des
molécules d’Alexa 647 (A =k ® o).
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FIGURE 4.15 — (a) Evolution des taux de comptage par molécules CRM en fonction de la
puissance d’excitation dans une ouverture de 120 nm pour les différentes couches d’adhé-
ston étudiées. Les cercles indiquent les mesures expérimentales et les lignes continues repré-
sentent 'ajustement numérique en utilisant I’équation 2.39. (b) Résumé des parameétres (A
est définie par A = k ® o et I est lintensité de saturation) obtenus lors des ajustements

numeériques de (a) et indice de réfraction, (& A =633 nm) pour les différentes couches
d’adhésion.

L’exaltation de fluorescence 7p,  dans le régime liné¢aire d’excitation est alors calculée en
fonction des différentes couches d’adhésion (Figure 4.15 (c¢)). Une exaltation d’un facteur 25
sur le taux de fluorescence par molécule est obtenue en utilisant une couche de 10 nm de
TiOs, ce qui est le gain le plus élevé ayant été mesuré pour des molécules d’Alexa 647
diffusants dans une nano-ouverture. En comparaison, le gain ng, , est seulement de 7.2
avec une couche de 10 nm de Ti, soit 3.5x plus faible qu’avec la couche de 10 nm de TiO,.
De maniére plus générale, 'utilisation de couches d’adhésion métalliques (Cr, Ti) conduit
a des exaltations de fluorescence bien inférieures a celles obtenues avec des couches di-
électriques (TiOg, Cry03). Cela peut s’expliquer par un fort amortissement des résonances
plasmons di a4 'augmentation des pertes dans les couches d’adhésion métalliques [104].
Ces effets semblent étre corroborés par le faible taux de fluorescence mesuré avec la couche
de Cr comparée & la couche de Ti pour une méme épaisseur (5 nm) de film métallique
(I'absorption du Chrome est environ 3x plus faible que celle du Titane & 633 nm), et
par 'augmentation de l'exaltation de fluorescence lors de la réduction de 1’épaisseur du
film de Ti (np,, passe de 7 & 16 lorsque I’épaisseur de Ti est réduite de 10 & 5 nm). La
signature des pertes par absorption est également détectable pour les couches d’adhésion
diélectriques puisque le film de TiO, (dont I’absorption dans les fréquences optiques est
négligeable) permet d’obtenir une exaltation de fluorescence légérement plus élevée que le
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film de Cry03 (qui présente des résidus d’absorption dans le visible). Soulignons le fait que
les résultats expérimentaux sont fortements reproductibles puisque sept nano-ouvertures
ont été étudiées pour chaque type de couches d’adhésion, conduisant a des variations sur le
taux de comptage par molécules CRM comprises entre 6 et 8%. Ces variations s’expliquent
majoritairement par la dispersion sur le diamétre des ouvertures et les incertitudes sur les
mesures expérimentales.

En complément des expériences FCS, des mesures de déclins de fluorescence par TCSPC ont
été effectuées sur les molécules d’Alexa 647 diffusant dans les nano-ouvertures en fonction
des différents films d’adhésion. Les courbes obtenues pour des épaisseurs de 10 nm de Ti et
TiO, sont présentées en Figure 4.16 (a) (les déclins de fluorescence pour les autres couches
métalliques n’ont pas été indiqués car sensiblement identiques au TiOs). Les temps de vie
de fluorescence obtenus selon I'ajustement de numérique de ’équation 2.37 sont disponibles
en Figure 4.15 (a). La réduction du temps de vie de fluorescence ny,,, a I'interieur d’une
nano-ouverture pour les différentes couches d’adhésion est disponible en Figure 4.16 (b).
Comme nous pouvons le constater, le temps de vie de fluorescence ne dépend que trés peu
de la couche d’adhésion utilisée, ce qui indique que la densité locale d’états électromagné-
tiques est dominée par I’épaisseur du film d’or et non pas par la présence de la couche
d’adhésion substrat /film métallique.

En combinant les résultats expérimentaux issus des expériences FCS et des mesures de
temps de vie de fluorescence, nous pouvons a présent étudier de maniére plus détaillée les
modifications des gains a ’excitation et a I’émission pour les différentes couches d’adhésion
étudiées.

4.6.3 Deétermination des contributions physiques participant a I’ex-
altation de fluorescence et comparaison avec des simulations
numériques

Le gain a ’émission 7, (qui correspond a l'exaltation de fluorescence dans le ré-
gime saturé ng,,,) se déduit des paramétres des ajustements numériques du tableau de la
Figure 4.15 (¢) (k... = (ALs)ouverture/ (Als)sotution)- Le renforcement sur 'intensité d’excita-
tion 7y, peut alors étre déterminé par la relation n;, = ng,_, Mk, /Mken - L€ poids des gains a
Pexcitation et a I’émission obtenus expérimentalement pour les différentes couches d’adhé-
sion est réprésenté par les barres en Figure 4.17 (a) et (b). Les fortes variations d’exaltation
de fluorescence mesurées en fonction de la couche d’adhésion utilisée sont directement liées
aux variations des contributions des gains a I'excitation et a I’émission. A cause des effets
d’absorption, les couches métalliques présentent des renforcements d’intensité d’excitation
plus faibles que ceux obtenus avec les couches diélectriques. Par réciprocité, I’émission est
également affectée par ces effets de pertes par absorption. Ces données confirment que
I’ajout d’une couche d’adhésion absorbante entre un substrat de verre et un film d’or a
pour effet de diminuer considérablement ’amplitude du couplage des interactions entre
champ proche et champ lointain.

Pour compléter ces mesures expérimentales, I’analyse numérique par la méthode des élé-
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FIGURE 4.16 — (a) Traces normalisées des déclins de fluorescence des molécules d’Alexa 647
mesurés dans le cas de la solution de référence (points noirs) et dans une ouverture de
120 nm percée dans un film d’or avec une couche d’adhésion de 10 nm de Ti (points bleus)
ou Tily (points rouges). Les lignes continues correspondent auz ajustements numériques
selon Uéquation 2.37. Réduction du temps de vie de fluorescence des molécules d’Alexa 647
(par rapport & la solution de référence) en fonction des différentes couches d’adhésion
étudices [103].

ments finis présentée dans la section 4.2 a été employée pour caractériser I'influence de la
couche d’adhésion sur I'excitation et I’émission d’une molécule dans une nano-ouverture de
120 nm. Les résultats de ces calculs numériques sont représentés par les tiges encerclées en
Figure 4.17 (a) et (b). Ces données théoriques s’accordent assez bien avec les observations
expérimentales, ce qui tend a prouver une fois de plus 'influence cruciale de la couche
d’adhésion sur les propriétés d’excitation et d’émission des molécules diffusant dans les
nano-ouvertures métalliques.

4.6.4 Conclusion sur ’'influence de la couche d’adhésion

Les analyses expérimentales et numériques présentées dans cette section ont permis
de mettre en évidence le role crucial de la couche d’adhésion entre un substrat de verre
et un film d’or. Pour ces investigations, une nano-ouverture de 120 nm percée dans un
film d’or a servi de témoin de comparaison pour étudier I'influence des couches d’adhésion
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4.6. Influence de la couche d’adhésion entre un susbrat de verre et un film d’or sur
Pezxaltation de fluorescence
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FIGURE 4.17 — Contributions des gains 4 lexcitation (a) et a 'émission (b) participants
a exaltation globale de fluorescence. Les barres rouges et bleues indiquent respectivement
les gains expérimentaur pour 'excitation et I’émission, et les tiges encerclées représentent
les simulations numériques par la méthode des éléments finis pour Uexcitation (rouge) et

I’émission (bleu) [103].

sur ’exaltation de fluorescence moléculaire. La procédure de fabrication et les conditions
expérimentales étant les mémes pour ’étude des différents films d’adhésion, les résultats
obtenus montrent clairement que la nature (épaisseur et permittivité) des couches utilisées
affecte fortement les propriétés d’excitation et d’émission des ouvertures métalliques. En
effet, toute augmentation des pertes par absorption dans la couche d’adhésion utilisée en-
traine une chute de ’exaltation de fluorescence, ce qui est une indication de I’amortissement
de I'amplitude du couplage entre champ proche et champ lointain. Au vu de ces résultats,
il apparait clairement que I'utilisation d’une couche d’adhésion diélectrique comme le TiO,
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est de loin préférable pour améliorer la détection de fluorescence moléculaire. Enfin nous
préciserons que ces résultats ne sont pas spécifiques aux ouvertures métalliques, et peuvent
étre étendus a tout type d’antenne plasmonique fabriquée sur film d’or.

4.7 Conclusion sur les nano-ouvertures métalliques

Les nano-ouvertures métalliques apparaissent étre des structures relativement simples
et fortement reproductibles pour exalter la fluorescence de molécules en solution et réduire
le volume d’analyse sous la limite de diffraction optique. La procédure de caractérisation
de fluorescence développée au sein de notre laboratoire a permis I’étude de I'influence des
différents paramétres (taille, permittivité, couche d’adhésion) des ouvertures métalliques
sur les modifications physiques des propriétés des émetteurs fluorescents. Les résultats
obtenus ont permi une étude compléte du design des ouvertures, conduisant a I’élaboration
d’une structure optimisée (ouverture circulaire de 120 nm de diamétre percée dans un film
d’or avec une couche d’adhésion métal/substrat de 10 nm de TiOs) qui permet d’exalter
d’un facteur 25 le taux de fluorescence par émetteur, ce qui est le gain le plus élevé mesuré
pour des molécules diffusants dans une nano-ouverture. Nous verrons dans le chapitre 7
de cette thése que les nano-ouvertures métalliques ont permis d’améliorer le rapport signal
sur bruit en FCS et d’effectuer des mesures exaltées de corrélation croisée a deux couleurs
(Dual Color-FCCS). Enfin, précisons que contrairement aux antennes directives telles que
les Yagi-Uda [9], les nano-ouvertures métalliques ne permettent pas de diriger la lumiére
selon une direction préférentielle. Nous allons voir dans le chapitre suivant que structurer
une simple nano-ouverture par des sillons périodiques permet de controler la directivité
des molécules diffusant dans ’ouverture centrale.
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CHAPITRE 5

Controle de I'émission de fluorescence moléculaire avec des
nano-ouvertures structurées par réseaux de corrugations

La fluorescence de molécules en solution est en général émise dans toutes les directions
de l'espace, car le temps de rotation des molécules est plus court que le temps de vie de
I’état excité. Cela limite fortement la détection des signaux optiques moléculaires, car une
grande partie de la lumiére émise n’est pas détectée. Comme indiqué dans le chapitre 4,
une simple nano-ouverture s’avére ne pas étre efficace pour rediriger préférentiellement les
signaux moléculaires fluorescents. Nous allons voir dans ce chapitre qu’en structurant un ré-
seau de corrugations autour d’une nano-ouverture, I’émission de fluorescence des molécules
diffusant dans I'ouverture centrale peut étre collimatée dans la direction normale a I’échan-
tillon. De plus, en faisant varier les paramétres géométriques du réseau de corrugations,
il est possible de modifier la directivité angulaire de I’émission fluorescente, permettant
ainsi un controle quasi-total des propriétés d’émission d’objets quantiques. La directivité
du rayonnement étant dépendante de la longueur d’onde d’émission, la fluorescence de
molécules spectralement différentes sera dirigée dans des directions angulaires différentes.
Ces nano-antennes, qui peuvent étre vues comme des nano-spectrométres a réseau pla-
cés dans le champ proche d’émetteurs en solution, ouvrent de nouvelles opportunités en
biophotonique.
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5.1 Introduction sur les nano-ouvertures corruguées

5.1.1 Directivité de la lumiére au travers d’ouvertures corruguées

La lumiére transmise au travers d’une nano-ouverture meétallique est diffractée dans
les trois directions de 'espace [83, 82, 84|, ce qui limite fortement l'utilisation de ces
structures pour le controle de la lumiére a ’échelle nanométrique. En structurant un réseau
de corrugations périodiques sur la face d’entrée de I'ouverture (c’est a dire du coté de la face
illuminée), la transmission de la lumiére est davantage exaltée a certaines longueurs d’onde
grace au couplage avec les ondes de surface, mais la lumiére transmise reste diffractée dans
les trois directions de l'espace, comme dans le cas d’une simple ouverture. Cette limite
peut étre contournée en structurant un réseau de sillons périodiques sur la face de sortie de
I'ouverture centrale (une image de microscope électronique a balayage de cette structure,
qui porte également le nom de bull’s eye, est disponible en Figure 5.1 (a)), comme il
a été montré par Lezec et al en 2002 [105]. Le réseau périodique entourant 1'ouverture
centrale permet de satisfaire la conservation d’énergie et d’impulsion et rend ainsi possible
un fort couplage entre la lumiére propagative incidente et les plasmons de surface. Sous ces
conditions de structuration, le couplage de la lumiére dans les modes de surface est régit par
les régles de sélection de conservation d’impulsion et ne s’effectue donc que pour certains
angles spécifiques (Figure 5.1 (b)) a une longueur d’onde donnée (de la méme maniére que
pour un réseau de diffraction en optique physique). Les paramétres de réseau (périodicité
entre les sillons, profondeur des sillons, distance entre I'ouverture centrale et le premier
sillon du réseau ...) conditionne le spectre et la directivité de la lumiére transmise au travers
des bull’s eyes. En particulier, aux longueurs d’onde résonantes, la lumiére transmise au
travers de ces structures est exaltée et peut émerger sous certaines conditions en un faisceau
fortement collimaté avec une divergence angulaire d’environ 3° [105] (Figure 5.1 (¢)-(d)).
Ces propriétés remarquables de transmission exaltée et controlée sont le produit de trois
contributions physiques : un couplage efficace de la lumiére incidente avec les ondes de
surface dans le champ proche, une transmission exaltée a travers I'ouverture centrale et un
découplage efficace de la lumiére en champ lointain [106]. Les modes plasmons de surface
crées par l'excitation du réseau de sillons périodiques dominent le spectre et la directivité
de la lumiére émergeant des nano-ouvertures corruguées. Une analyse théorique détaillée de
ces effets est disponible dans le cas d’une structure 1D (fente unique entourée d’un réseau
de sillons paralléles périodiques) en références [89, 107|. Un traitement 1D du probléme est
suffisant, car 'origine physique des phénoménes de résonance pour des ouvertures uniques
1D et 2D est similaire, comme il a été reporté en référence [108]. Enfin, précisons que
les nano-ouvertures corruguées, plus connues sous le nom de choke ring antennas dans le
domaine des micro-ondes, ont été trés utilisées pour les applications GPS [109].

5.1.2 Applications des nano-ouvertures métalliques corruguées

Les nano-ouvertures métalliques corruguées ont d’ores et déja trouvé leurs applications
dans différents domaines de 'optique tels que I'imagerie spectrale et polarimétrique, I'exal-
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FIGURE 5.1 — (a) Image de microscope électronique & balayage d’une nano-ouverture d’ar-
gent encerclée par un réseau de corrugations (periodicité des sillons : 500 nm, profondeur
des sillons : 60 nm, diametre de ouverture centrale : 250 nm, épaisseur du film d’argent :
300 nm). (b) Spectre de transmission de la lumiére au travers d’une nano-ouverture d’ar-
gent corruguée (periodicité des sillons : 600 nm, profondeur des sillons : 60 nm, diamétre
de Uouverture centrale : 300 nm, épaisseur du film d’argent : 300 nm) pour différents angles
de collection. (c) Image de lintensité transmise par la structure (a) (pic de transmission
autour de Apmaz =660 nm) en utilisant un filtre passe bande de 60 nm de largeur. (d) Distri-
bution angulaire de l'intensité transmise déduite des résultats de (b) & Apar =660 nm [105].

tation de signaux optiques et la miniaturisation des dispositifs opto-électroniques. Nous
allons a présent illustrer des travaux effectués dans ces différents domaines.

Filtres plasmoniques a photons pour ’imagerie spectrale et polarimétrique

Comme nous 'avons précisé dans la sous-section 5.1.1, les propriétés spectrales et di-
rectionnelles de la lumiére transmise au travers des nano-ouvertures corruguées dépendent
trés fortement des parameétres de ces structures. Ces propriétés ont été exploitées par Laux
et al [110] en 2008 pour séparer une lumiére blanche incidente en différentes bandes spec-
trales (sensible & la polarisation incidente) comme schématisé en Figure 5.2 (a). Pour ce
faire, une triple structure bull’s eye a été fabriquée dans un film d’argent par faisceau d’ions
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focalisés (Figure 5.2 (b)). La périodicité de chacun des réseaux de corrugations structurant
les nano-ouvertures centrales a été ajustée de maniére a ce que les résonances se produisent
a trois longueurs d’onde différentes. Comme nous pouvouns le constater en Figure 5.2 (c), la
position et la forme des pics de transmission dépend des paramétres de réseaux considérés.
Plus le pas du réseau de corrugations est élevé, plus les pics de transmission sont décalés
vers de plus hautes longueurs d’onde. Notons également que les propriétés de transmission
associées a une ouverture corruguée individuelle sont modifiées par la présence des struc-
tures voisines. Les effets sur la transmission optique liés au chevauchement des structures
imbriquées ont été caractérisés et optimisés en positionnant respectivement les ouvertures
centrales & des distances pour lesquelles chaque ouverture corruguée ne modifie pas les
propriétés de transmission des structures voisines. La lumiére transmise au travers de ce
triple bull’s eye peut alors étre spatialement filtrée en longueur d’onde et polarisation.
D’autres géométries ont également été utilisées pour le filtrage en longueur d’onde et en
polarisation telles qu’une fente entourée par des sillons paralléles structurés de maniére a
former un réseau triangulaire (Figure 5.2 (d)), dont le spectre de transmission peut étre
controlé par les paramétres géométriques du réseau. Ces structures de bases peuvent en-
suite étre combinées sur un méme support comme illustré en Figure 5.2 (e), ou différentes
couleurs intenses sont transmises au travers des structures malgré le fait que les dimensions
des objets utilisés soient sub-longueurs d’onde. Ce filtrage de photons, obtenu en ajustant
les paramétres géométriques des bull’s eyes, permet une nouvelle approche pour I'analyse
spectrale et polarimétrique avec des structures extrémement compactes.

Exaltation du taux de conversion de génération de second harmonique

L’avénement des nano-antennes plasmoniques a suscité un fort intérét quant a l'utili-
sation des ces structures pour exalter les réponses optiques non-linéaires et permettre la
réalisation de nano-sources de lumiére accordables en longueur d’onde. Dans cette contri-
bution, Nahata et al [111] ont montré en 2003 que le taux de conversion de génération de
second harmonique pouvait étre fortement exalté par une structure de type bull’s eye. Dans
cette étude, une nano-ouverture d’argent (épaisseur du film d’argent 300 nm) de 200 nm
de diamétre est structurée par un réseau de corrugations de période 750 nm. Une simple
ouverture de 200 nm percée dans un méme film d’argent sert de point de référence pour
I’étude de 'influence du réseau de corrugations sur la génération de second harmonique.
[’excitation des structures s’effectue a 1’aide d’un laser impulsionnel Ti :saphir (fréquence
100 MHz, durée d’impulsion 110 fs) accordable en longueur d’onde (de 790 & 880 nm) qui
est focalisé en un faisceau de diamétre 30 um dans le plan de I’échantillon, de maniére
a illuminer totalement la structure métallique corruguée (de diamétre 5 pm). La généra-
tion de second harmonique transmise a travers 'ouverture centrale est alors collectée a
I’aide d’un objectif d’ouverture numérique 0.6 et détectée par un photomultiplicateur. Un
schéma du dispositif expérimental est présenté en Figure 5.3 (a). Les mesures expérimen-
tales conduites ont permis de déterminer ’évolution de 'intensité du signal SHG transmis
au travers des nano-ouvertures simple et corruguée pour une longueur d’onde d’excitation
de 790 nm (qui est la longueur d’onde optimale de transmission pour cette structure) en
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FIGURE 5.2 — (a) Principe du processus de filtrage spatial et spectral de la lumiére blanche
incidente traversant une structure formée par l'imbrication de 8 bull’s eyes. Les différentes
couleurs sont séparées et respectivement rediriger vers 8 photodétecteurs. (b) Image de mi-
croscope électronique a balayage de la structure formée par les 3 bull’s eyes. La périodicité
du réseau est de 730 nm pour la structure du haut (notée A, avec 7 corrugations), 630 nm
pour la structure de gauche (notée B, avec 8 corrugations) et 530 nm pour la structure de
droite (notée C, avec 10 corrugations). (c¢) Spectre de transmission mesuré pour les nano-
ouvertures A (ligne bleue), B (ligne verte), C (ligne rouge). (d) Spectre de transmission
d’une fente unique (longueur 15 um, épaisseur 170 nm) pour différent gradient de profon-
deur de sillons. (e) Image de microscope d’un réseau de fentes avec des périodes de 450 nm
(violet), 500 nm (vert) et 580 nm (rouge) [110].
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FIGURE 5.3 — (a) Dispositif expérimental utilisé pour les mesures SHG. Une image de
microscopie & balayage de la structure bull’s eye étudiée est également présenté (la taille
totale de la structure est de 15 um). (b) Intensité SHG mesurée en fonction de la puissance
laser d’excitation pour les ouvertures simple et corruguée [111].

fonction de la puissance laser incidente. Les données obtenues (Figure 5.3 (b)) montrent que
dans les deux cas, I'intensité de génération de second harmonique varie quadratiquement
en fonction de la puissance d’excitation. En comparant ces données, il apparait qu’une
intensité fondamentale 110 fois plus importante doit étre focalisée sur la simple ouverture
pour atteindre le méme niveau de signal SHG obtenu avec l'ouverture corruguée. Cela
s’explique par le fait que le réseau de corrugations plasmoniques permet de confiner le
champ optique incident au voisinage de I'ouverture centrale par un facteur compris entre
110 et 125, permettant ainsi un taux de conversion SHG exalté 10* fois par rapport au cas
d’une simple ouverture. Ces travaux constituent la premiére démonstration expérimentale
des effets de renforcements de champ électromagnétique au voisinage de nano-ouvertures
corruguées.

Nano-photodiodes

Les structures bull’s eyes ont été utilisées en 2005 par Ishi et al [112| dans le do-
maine opto-électronique pour fabriquer des nano-photodiodes avec des surfaces actives de
dimensions sub-longueurs d’onde (300 nm). Le principe de fonctionnement d’une nano-
photodiode est indiqué en Figure 5.4 (a). Celle-ci présente trois parties : (i) une électrode
métallique supérieure (anode) formée par une nano-ouverture corruguée qui sert a la fois
d’électrode de Schottky et de nano-antenne pour le confinement du champ incident, (ii) une
structure mesa Si de dimension comparable au diamétre de la nano-ouverture et (iii) et
une cathode. Une coupe schématique transverse de la nano-photodiode est présentée Fi-
gure 5.4 (b). Dans un premier temps, la lumiére incidente excite les modes de plasmons
de surface de la structure corruguée ce qui conduit & un confinement du champ électroma-
gnétique et donc a une transmission exaltée de la lumiére au travers de 'ouverture. Dans
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FIGURE 5.4 — (a) Principe de fonctionnement de la nano-photodiode utilisant une structure
bull’s eye. (b) Coupe schématique transverse de la nano-photodiode basée sur lutilisation
d’une nano-antenne plasmonique. (c) Photocourant mesuré en fonction du voltage pour
la nano-photodiode en présence et en ['absence du réseau de corrugations. La photodiode
possede une surface active de 300 nm et elle est illuminée par une diode laser a une longeur

d’onde N =840 nm [112].

un second temps, le champ proche optique génére des porteurs a l'intérieur de la structure
mesa Si. Le processus de conversion opto-électronique est similaire a celui des photodiodes
classiques a la seule différence qu’il s’effectue ici a des échelles sub-longueurs d’onde.

Les caractéristiques de photo-réponse de la nano-photodiode ont été mesurées en utilisant
une diode laser opérant & une longueur d’onde A =840 nm (Figure 5.4 (c)). Pour cette étude,
la taille du faisceau excitateur est comprise entre 2 et 3 pum avec une puissance d’illumina-
tion fixée & 1 mW. Une augmentation du photocourant d’un ordre de grandeur est obtenue
en présence de la nano-ouverture corruguée comparée au cas d’une ouverture simple. Cela
suggére une exaltation de photogénération des porteurs dans le milieu semi-conducteur
due au couplage avec les ondes de surface. La vitesse d'une photodiode dépendant direc-
tement de sa surface active, la miniaturisation des composants a permis de réaliser une
nano-photodiode rapide fonctionnant au-deld du GHz. Dans le cadre de cette thése, les
nano-ouvertures structurées par réseaux de corrugations périodiques ont été utilisées pour
exalter et controler la fluorescence de molécules diffusant dans 'ouverture centrale. Ré-
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ciproquement, ces émetteurs fluorescents ont permis de sonder les propriétés physiques
des nano-antennes en champ proche. Nous allons détailler dans la section suivante les me-
sures expérimentales conduites pour déterminer ’exaltation de fluorescence moléculaire a
lintérieur de nano-ouvertures corruguées.

5.2 Exaltation de fluorescence moléculaire par des nano-
ouvertures corruguées

5.2.1 Fabrication des nano-ouvertures corruguées et dispositif ex-
périmental utilisé

Step 1: Deposition Step 2: FIB milling of
Cr 10nm + Au 50nm on glass corrugations into substrate

e B

Step 4: Step 5: FIB milling of
Step 3: Deposition Cr 45nm central aperture

Deposition Au 120nm ﬁ r T
m E S S . = S = = H ==

FIGURE 5.5 — Procédure de nano-fabrication par faisceau d’ions focalisés des échantillons
de nano-ouvertures corruguées [114].

La fabrication des nano-ouvertures corruguées utilisées dans cette thése s’effectue par
faisceau d’ions focalisés et comporte plusieurs étapes comme indiqué en Figure 5.5. Dans
un premier temps, un substrat de verre est recouvert par une mince couche de chrome
(10 nm), puis par un film d’or d’épaisseur 50 nm. Des corrugations concentriques (1, 2,
3, ou 5) sont alors gravées par faisceau d’ions focalisés dans les substrats verre-métal,
avec une profondeur de 65 nm, une largeur de 200 nm et une périodicité de 440 nm (la
périodicité coincide approximativement avec la longueur d’onde de résonance des plasmons
de surface \gp = \/ngp a l'interface or-verre, ou A est la longueur d’onde d’émission de
fluorescence et ngp est 'indice de réfraction des plasmons de surface a l'interface or-verre,
avec ngp = /€ €,/(€ +¢,), ot € désigne la partie réelle de la permittivité du métal et
€g = ng est la permittivité du substrat). Un film d’or d’épaisseur 120 nm est alors déposé
au-dessus du substrat corrugué. Pour diminuer la forte transmission de la lumiére au travers
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FIGURE 5.6 — (a) Images de microscope électronique a balayage des nano-ouvertures d’or
encerclées par un réseau de 1, 2, 3 et 5 corrugations périodiques (lecture de gauche a droite).
(b) et (c) Configuration expérimentale des mesures FCS et TCSPC des molécules diffusant
dans louverture centrale [113].

des bull’s eyes, une couche supplémentaire de 45 nm de chrome est déposée au dessus du
film d’or (cf. chapitre 4). Enfin, une nano-ouverture de 135 nm est percée au centre de la
structure. Des vérifications effectuées par microscopie électronique a balayage ont montré
une satisfaisante reproductibilité de fabrication d’une structure a 'autre. Notons que pour
les structures étudiées dans cette section, la distance a entre I'ouverture centrale et le
premier sillon du réseau est proche de la longueur d’onde de résonance des plasmons de
surface Agp a U'interface corruguée métal/diélectrique (pour les nano-ouvertures corruguées
utilisées dans cette section a =440 nm).

Le dispositif expérimental utilisé est le méme que celui utilisé dans le chapitre 3 a la
seule différence que I'excitation s’effectue avec un objectif d’ouverture numérique ON=0.5
(diameétre du faisceau 1.5um), ce qui permet d’illuminer les trois premiéres corrugations
du réseau.

5.2.2 Influence du nombre de corrugations sur ’exaltation de fluo-
rescence

Afin de déterminer 'influence du nombre de sillons périodiques structurant I'ouverture
centrale sur les propriétés d’excitation et d’émission des molécules d’Alexa 647, des me-
sures de taux de fluorescence par molécule CRM en fonction de la puissance d’excitation
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Count Rate per molecule (kHz)

b
A (kHz/uW) | Iy (uW)

without corrugation 0.0190 1732

a with 1 corrugation 0.0675 1028
with 2 corrugations 0.090 701

1 with 3 corrugations 0.119 692

. with 5 corrugations 0.138 525
10 reference solution 0.0012 3154
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FIGURE 5.7 — (a) Evolution du tauz de fluorescence par molécule en fonction de la puissance
d’excitation pour les différents nombres de sillons entourant 'ouverture centrale et dans le
cas de la solution de référence. Les points indiquent les mesures expérimentales et les lignes
continues représentent les ajustements numériques selon I’équation 2.39. (b) Paramétres
obtenus lors des ajustements numériques des résultats expérimentauz de (a) (avec A =
k ® o). (¢) Exaltation de fluorescence ng,, mesurée dans le régime linéaire d’excitation en
fonction du nombre de corrugations entourant l'ouverture centrale. La ligne continue est
une interpolation par une loi exponentielle [1135].

(incrémentée de 0.1 & 1 mW) ont été effectuées par FCS. Les résulats de ces mesures sont
présentées en Figure 5.7 (a), ol les points indiquent les mesures expérimentales et les lignes
continues réprésentent ’ajustement numeérique selon 'équation CRM = Al /(1 + I./I,)
(dont les résultats sont résumés en Figure 5.7 (b)). Des taux de fluorescence par molécule
plus élevés sont obtenus avec les nano-ouvertures corruguées par rapport a la solution de
référence dans toute la gamme de puissance étudiée. De plus, des taux de comptage par
molécules CRM de plus en plus élevés sont mesurés lorsque le nombre de corrugations
entourant l'ouverture centrale est augmenté, ce qui met en évidence l'influence des corru-
gations plasmoniques sur le taux de fluorescence d’un émetteur. Les niveaux de signal par
molécule obtenus en présence des nano-ouvertures corruguées permettent de conduire des
analyses a I’échelle d’'une molécule individuelle en utilisant un objectif de faible ouverture
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numérique. Les résultats présentés ici sont fortement reproductibles, avec une incertitude
relative de 10% sur la détermination du taux de fluorescence par émetteur CRM corres-
pondant majoritairement aux variations d’une structure a 'autre et a la répétabilité des
mesures sur notre dispositif expérimental.

L’évolution de l'exaltation de fluorescence np,  en fonction du nombre de sillons pério-
diques (variant de 0 & 5) est directement déduite des ajustements numériques puisque
NE,., = Aowerture/ Asotution- Comme attendu d’aprés les mesures présentées en Figure 5.7 (a),
Iexaltation de fluorescence est affectée de facon majeure par la présence du réseau de cor-
rugations. En particulier, 'ajout de 5 corrugations périodiques permet le passage du gain
de fluorescence np,  de 14.5 (pour une nano-ouverture non corruguée) a 106, ce qui est la
plus forte exaltation du taux de fluorescence par émetteur mesurée pour des fluorophores
diffusants en solution. Un autre point remarquable est D'effet de saturation observé sur
'exaltation de fluorescence lorsque le nombre de corrugations devient supérieur a 3 (Fi-
gure 5.7 (c¢)). Ceci est une conséquence directe de la taille limitée du faisceau Gaussien
d’excitation , qui fournit moins d’énergie aux sillons les plus éloignés, et de I’augmenta-
tion des pertes liées a la propagation des plasmons de surface lorsque la distance entre les
sillons et 'ouverture centrale augmente. Au vu de ces résultats, il apparait que la gravure
de 3 corrugations périodiques autour de l'ouverture semble étre un bon compromis entre
forte exaltation de fluorescence et complexité de nano-fabrication minimisée. Les proces-
sus physiques contribuant aux exaltations de fluorescence des molécules diffusant dans les
nano-ouvertures corruguées vont a présent étre détaillés.

5.2.3 Contributions des gains a ’excitation et & I’émission

De la méme maniére que pour I’étude des nano-ouvertures du chapitre 4, la détermi-

nation du poids respectif des différents effets physiques participant a I'exaltation globale
de fluorescence a été effectuée en utilisant la procédure de caractérisation de fluorescence
présentée dans le chapitre 2. Les gains obtenus a I'excitation 7, a ’émission 7, et sur la
réduction du temps de vie de fluoresence ny,,, sont présentés en Figure 5.8. Comme nous
pouvons le constater, les gains & I'excitation et a ’émission sont beaucoup plus élévés en
présence du réseau de corrugations. Le gain sur la densité d’intensité d’excitation 7;, aug-
mente graduellement lors de ’ajout de sillons périodiques, ce qui indique une concentration
d’énergie électromagnétique de plus en plus élevée dans 'ouverture centrale. Le gain sur
I’émission 7y est quasi-équivalent quel que soit le nombre de corrugations périodiques
entourant I'ouverture. Ceci est di au fait que ’ajout d’un seul sillon concentrique permet
déja de rediriger efficacement ’émission fluorescente vers les détecteurs. Une analyse dé-
taillée des effets de directivité d’émission de la fluorescence des molécules diffusant dans
les nano-ouvertures corruguées sera présentée tout au long de la section 5.3.
Les résultats obtenus dans cette section indiquent que le réseau de sillons périodiques a
pour effet d’augmenter les performances de 'ouverture centrale en améliorant trés forte-
ment le couplage entre champ proche et champ lointain, ce qui conduit & des exaltations de
fluorescence moléculaire dans les nano-ouvertures corruguées trés nettement supérieures a
celles obtenues dans des ouvertures simples.
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FIGURE 5.8 — Contribution des gains a l'excitation ny,, a 'émission ny,, et sur la réduction
du temps de vie ny,,, participant & ezaltation globale de fluorescence ng, , indiquée en
Figure 5.7 (¢) pour les différents nombres de sillons entourant [’ouverture centrale [113].

5.2.4 Variations de ’exaltation de fluorescence en fonction du ren-
dement quantique de I’émetteur

Il a été indiqué dans les chapitres 1 et 5 que le facteur d’exaltation de fluorescence ng,
dépend du rendement quantique ® de la sonde fluorescente utilisée. Pour quantifier expéri-
mentalement les variations de ’exaltation de fluorescence en fonction du rendement quan-
tique des émetteurs diffusant a I'intérieur de nano-ouvertures corruguées, nous avons choisi
de modifier le rendement quantique de la solution de molécules d’Alexa 647 ($y =30%)
par ajout d’une solution de methylviologéne (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride,
Sigma-Aldrich) avec des concentrations inférieures & 60 mM. En augmentant les voies de
relaxation non-radiatives par réaction d’oxydation (transfert d’électron), le methylviolo-
géne permet de controler le rendement quantique des molécules d’Alexa 647. L’analyse
des effets du methylviologéne sur I’émission de fluorescence a été effectuée par la méthode
Stern-Volmer. Pour cela, I'intensité totale I et le temps de vie 77 de fluorescence ont été
mesurés en fonction de la concentration en methylviologéne ajoutée [MV?*] et comparés
aux valeurs de référence obtenues en ’absence de méthylviologéne. La cinétique du proces-
sus de déclin du signal de fluorescence des molécules d’Alexa 647 du & 'augmentation du
taux d’émission non radiatif suit une loi de Stern-Volmer :

Iro

=D 14k, MV, (5.1)
]F T
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FIGURE 5.9 — Analyse Stern-Volmer de lintensité et du temps de vie de fluorescence des
molécules d’Alexa 647 en fonction de la concentration en méthylviologéne [114].

ou kg, est le taux d’augmentation par pertes non radiatives et Iy et 7 sont respectivement
lintensité totale et le temps de vie de fluorescence des molécules d’Alexa 647 en 'absence
de méthylviologéne (75 =1.0 ns). Les données expérimentales et 1'analyse Stern-Volmer
correspondante sont présentées en Figure 5.1. L’ajustement des résultats expérimentaux a
conduit a la détermination d’une constante k, =2.1x10'%~1.M~!. Le rendement quantique
des molécules d’Alexa 647 en fonction de la concentration en methylviologéne ajoutée est
alors obtenue par la relation ® = ®/(1 + k, 7o [MV?>1]).

L’évolution de 'exaltation de fluorescence en fonction du rendement quantique des molé-
cules d’Alexa 647 a été expérimentalement mesurée dans une nano-ouverture structurée
par 5 corrugations périodiques. Pour cette étude, le facteur exaltation de fluorescence np,,
obtenue avec cette structure pour des molécules d’Alexa 647 sans ajout de méthylviologéne
est de 77 comme il a été reporté en référence [114]. Ce gain est plus faible que celui obtenu
avec la méme structure présentée dans la section 5.2.2 et en référence [113] (np,,, =106) car
la fabrication de I’échantillon utilisé dans cette section n’était pas optimisée. En diminuant
le rendement quantique des molécules d’Alexa 647, I'exaltation de fluorescence augmente
de maniére significative comme nous pouvons le constater en Figure 5.10 (a) (ou les me-
sures expérimentales sont représentées par les points). En particulier, le facteur 7, passe
de 77 & 120 lorsque le rendement quantique des émetteurs fluorescents est réduit de 30 a
11%.
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FIGURE 5.10 — (a) Ezaltation de fluorescence np,, dans le régime linéaire d’excitation
en fonction du rendement quantique initial de [’émetteur fluorescent wutilisé pour une
nano-ouverture entourée de & corrugations périodiques d’aprés les gains mesurés en réfé-
rence [114]. Les points indiquent les mesures expérimentales et la ligne continue représente
le modéle analytique calculé d’aprés 'équation 4.3. (¢) Prédictions théoriques des gains de
fluorescence en fonction du nombre de sillons entourant 'ouverture centrale d’aprés les
résultats obtenus dans la sous-section 5.2.3 [113].

En Pabsence de structures plasmoniques (c’est a dire dans le cas de la solution de réfé-
rence), les molécules présentent un taux d’émission radiatif k7, un taux d’émission non
radiatif k5. + k, [MV?*] et un rendement quantique ® = k7/(k2 + k3 + k, [MV?*]).
En introduisant une antenne au voisinage des émetteurs fluorescents, le taux d’émission
radiatif est modifié en k2%, Defficacité de collection en x* et le taux d’excitation en k*. Le
rendement quantique des émetteurs se réécrit alors ®* = k2* /(k2* + k5 +k, [MV*T]+k5,,)
(cf. chapitre 4). En utilisant ’équation 4.3 du chapitre 4 et les mesures expérimentales des
gains nr,, Nk, et M, obtenus pour la structure étudiée [114], 'évolution de 'exaltation
de fluorescence np, , en fonction du rendement quantique initial ® des émetteurs peut étre
analytiquement déterminée. Les résultats sont représentés par la ligne continue sur la Fi-
gure 5.10. Les données expérimentales sont en trés bon accord avec le modéle analytique,
ce qui est une autre confirmation de la validité de la procédure de caractérisation de fluo-
rescence développée.

Enfin, le modéle analytique et les gains n;_, 7k, et 1y, mesurés expérimentalement dans
la sous-section 5.2.3, ont été utilisés pour prédire ’exaltation de fluorescence en fonction du
rendement quantique initial ® des molécules diffusant dans les nano-ouvertures corruguées
pour les différents nombre de sillons (Figure 5.10 (b)). Un gain de fluorescence moléculaire
Nr,,, =200 pourrait étre obtenu en utilisant un fluorophore de rendement quantique ® =2%
diffusant dans une nano-ouverture structurée par 5 corrugations.
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FIGURE 5.11 — (a) Schéma du principe des expériences présentées dans la section 5.2.5 : le
faisceau laser d’excitation est focalisé par un objectif d’ouverture numérique 1.2 et balaye
un échantillon de nano-ouverture structurée par 5 corrugations périodiques dans lequel dif-
fusent les molécules d’Alexa 647. (b) et (c) Images de fluorescence respectivement oblenues
pour des polarisations horizontale et verticale du champs électrique incident. L’apparition
de forme de papillons est caractéristique du couplage sélectif lorsque le champ incident est
polarisé TM par rapport au réseau de corrugations [114].

5.2.5 Couplage entre le champ excitateur et les ondes de surface

Afin de mettre en évidence la capacité que posséde les nano-ouvertures corruguées de
coupler I’énergie électromagnétique vers 'ouverture centrale via les ondes de surface, des
études expérimentales supplémentaires ont été conduites. Pour cela, le laser d’excitation
focalisé par un objectif d’ouverture numérique ON=1.2 balaye une nano-ouverture struc-
turée par 5 sillons périodiques afin de détecter la fluorescence des molécules diffusant dans
I'ouverture centrale comme schématisé en Figure 5.12 (a). Précisons que lors de ces expé-
riences, la voie de détection de fluorescence n’est pas balayée, seul I’émission de fluorescence
provenant de 'ouverture centrale est collectée lorsque 1’échantillon est balayé par le laser
d’excitation. Les images obtenues (Figure 5.12 (a) et (b)) montrent 'apparition de formes
de papillons sensibles & la polarisation du champ incident, ce qui est caractéristique du cou-
plage sélectif lorsque le champ incident est polarisé selon la direction transverse magnétique
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(TM) par rapport au réseau de corrugations circulaires. Ces observations expérimentales
sont une représentation directe de la dépendance du couplage entre les ondes de surface
(et en particulier des plasmons de surface) et le champ électrique incident en polarisation
TM.

5.2.6 Analyse spectrale

Les sillons périodiques structurant 'ouverture centrale étant équivalent a un réseau, le
spectre d’émission des molécules peut étre modifié & cause de la dépendance en longueur
d’onde des conditions de résonance. Pour évaluer ces supposées modifications, ’étude du
spectre de fluorescence des molécules d’Alexa 647 diffusant dans les ouvertures corruguées
a été effectuée de la méme maniére que dans le cas des ouvertures simples, en utilisant
le spectrométre a réseau équipé d’une caméra CCD refroidie. Les intensités de fluores-
cence mesurées peuvent alors étre normalisées par le nombre moyen de molécules diffusant
dans l'ouverture centrale. Les résultats de ces mesures spectrales sont présentés en Fi-
gure 5.2.6 (a) et peuvent directement étre comparés avec ceux obtenus dans le cas des
ouvertures non-corruguées et en référence en solution. Comme nous pouvons le consta-
ter, le spectre d’émission de fluorescence ne semble pas étre notablement affecté par la
présence du réseau de corrugations dans toute la gamme spectrale étudiée. L’exaltation
de fluorescence n peut alors étre tracée en fonction de la longueur d’onde d’émission (Fi-
gure 5.2.6 (b)). De la méme maniére que dans le cas des ouvertures simples, 'exaltation
de fluorescence n augmente en fonction de la longueur d’onde d’émission dans la gamme
650-690 nm.

5.3 Controle directionnel de fluorescence moléculaire par
des nano-ouvertures corruguées

5.3.1 Directivité de fluorescence dans la direction normale au plan
de I’échantillon

L’exaltation de fluorescence moléculaire est une des deux caractéristiques importantes
que doit permettre une nano-antenne optique. La seconde est la directivité de I'antenne,
qui est directement liée a sa capacité a concentrer la lumiére rayonnée dans une certaine
direction donnée. La caractérisation expérimentale de la directivité du faisceau de fluores-
cence émise par les molécules diffusant dans les nano-ouvertures corruguées a été effectuée
en placant 'objectif & immersion d’ouverture numérique ON=1.2 sur notre dispositf ex-
périmental. Cela permet de garantir une plage angulaire de détection suffisante pour les
mesures de directivité, avec un angle de collection de £64° centré sur ’axe optique. La
distribution angulaire d’intensité a été mesurée dans le plan focal arriére de I'objectif de
microscope de forte ouverture numérique par une caméra CCD (Charge-Coupled Device,
Kodac KAF-1603) pour les différentes ouvertures corruguées de la section 5.2 (pour rap-
pel, les parameétres géométriques de ces structures sont les suivants : périodicité du réseau
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FIGURE 5.12 — Analyse spectrale de 'exaltation de fluorescence des molécules d’Alexa 647
diffusant dans des ouvertures avec et sans corrugations. (a) Signal de fluorescence norma-
lis€ par molécule en fonction de la longueur d’onde d’émission pour un temps d’intégration
de 10 s. (b) Ezxaltation de fluorescence en fonction de la longueur d’onde d’émission. La
zone orangée correspond a la région spectrale (650-690 nm) utilisée pour les mesures d’exal-
tation de fluorescence présentées en sous-section 5.2.6 [114].

de corrugations 440 nm, distance entre I'ouverture centrale et le premier sillon du réseau
440 nm, diamétre de 'ouverture centrale 135 nm). Les images obtenues sont présentées en
Figure 5.13 en fonction du nombre de corrugations plasmoniques : 0 (a), 1 (b), 2 (c) et
3 (d). Ces images représentent U'intensité émise dans les différentes directions angulaires
depuis 'antenne, c’est qui est équivalent au diagramme d’émission mesuré dans 1’espace de
Fourrier. L’estimation du nombre de molécules obtenue par FCS permet de déterminer I’
intensité moyenne rayonnée par émetteur pour les différentes nano-ouvertures corruguées.
Ceci permet de mesurer précisément le diagramme d’intensité moyenne par molécule dif-
fusant dans 'ouverture centrale et autorise des comparaisons quantitatives directes des
différents diagrammes de rayonnement obtenus.

[’image du diagramme de rayonnement pour une ouverture non-corruguée (Figure 5.13 (a))
est un disque quasi-homogeéne dont les extrémités correspondent a I'angle maximal de col-
lection de P'objectif utilisé (+64°). L’émission de fluorescence s’effectue donc de maniére
isotrope pour une simple nano-ouverture car la lumiére issue de 'ouverture est diffractée
dans toutes les directions de I’espace comme il a été précisé dans le chapitre 4. Pour les
nano-ouvertures corruguées, un second disque lumineux centré sur 1’axe optique est ob-
servé a l'intérieur du disque principal (Figure 5.13 (b)-(d)). En augmentant le nombre de
corrugations, ce disque apparait de plus en plus brillant. La fluorescence provenant des
molécules diffusant dans 'ouverture centrale n’est donc plus dirigée de maniére isotrope en
présence du réseau de corrugations. Une coupe horizontale effectuée au centre du disque
principal est disponible en Figure 5.13 (e) pour les différentes nano-ouvertures corruguées.
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FIGURE 5.13 — Diagramme de rayonnement et exaltation de fluorescence des molécules
diffusant dans des nano-ouvertures corruguées (parameélre a = Agp, émission de fluores-
cence centrée a 670 nm) en fonction du nombre de sillons périodiques. (a)-(d) Distribution
d’intensité de fluorescence mesurée dans le plan focal arriere de [’objectif de microscope
(ON=1.2) en fonction du nombre de sillons périodiques N incrémenté de 0 a 3. (e) Coupe
de lintensité de fluorescence par molécule en fonction de l’angle polaire de collection 0
obtenue d’apres (a)-(d). Ces données ont été normalisées par rapport a la solution de ré-
férence et représente donc Uexaltation de fluorescence moléculaire en fonction de 0. (f)-(i)
Graphes polaires de la distribution d’intensité de fluorescence pour les différents nombres
de sillons périodiques. (j) Pics d’exaltation de fluorescence obtenus d’apres (e) pour les dif-
férentes ouvertures corruguées. (k) Demi-largeur a mi-hauteur (HWHM) des intensités pics
calculée en fonction du nombre de sillons. (1) Directivité des nano-ouvertures corruguées
calculée en dB [115]
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5.3. Controle directionnel de fluorescence moléculaire par des nano-ouvertures corruguées

Les données ayant été normalisées par rapport au cas de la solution de référence, ce graphe
représente ’exaltation angulaire de fluorescence moléculaire en fonction du nombre de cor-
rugations entourant 'ouverture centrale. Comme nous pouvons le constater, 'ajout de
sillons périodiques permet de trés fortement modifier le diagramme de rayonnement, avec
une émission qui reste toujours centrée dans la direction § =0°. Pour visualiser ces données
de maniére plus intuitive, les intensités de fluorescence mesurées dans chacunes des direc-
tions 0 ont été tracées en représentation polaire pour les différents nombres de corrugations
entourant I'ouverture centrale (Figure 5.13 (f)-(i)). Il apparait clairement que le réseau de
corrugations permet de rediriger préférentiellement la fluorescence issue de 'ouverture cen-
trale selon I'axe optique. Afin de quantifier ces résultats plus précisément, la demi-largeur
a mi-hauteur (HWHM) des intensités pics (c’est a dire dans la direction 6 =0°) a été cal-
culée pour les différentes ouvertures corruguées. Les résultats obtenus sont présentés en
Figure 5.13 (k). Une valeur HWHM de 8° est mesurée pour une nano-ouverture entourée
de 3 sillons périodiques, ce qui est une valeur plus faible que celle obtenue avec ’antenne
Yagi-Uda [9].

Dans la théorie des antennes, la directivité D est une figure de mérite qui correspond au
rapport entre la densité de puissance [,,,, rayonnée dans la direction d’émission maximale
(Imaz peut étre obtenue en utilisant les données de la Figure 5.13 (j)) et la densité de
puissance I;, rayonnée par une source isotrope idéale qui émettrait la méme quantité de
puissance totale :

[max Imaz

D T 4 I (5.2)
ot P est la puissance totale rayonnée. Pour obtenir cette figure de mérite, il est donc né-
cessaire d’estimer la puissance totale rayonnée par cette source idéale. Cela peut s’effectuer
en intégrant 'intensité de fluorescence des molécules diffusant dans I'ouverture corruguée
considérée par rapport a I’angle d’émission 6. La puissance obtenue doit alors étre corrigée
d’un facteur 2, la fluorescence provenant des molécules de I'ouverture centrale étant émise
dans le demi-espace inférieur. La directivité D calculée pour chaque structure corruguée
est indiquée en Figure 5.13 (i). Une directivité de 8.7 dB combinée a une valeur HWHM
de 8° peuvent étre obtenues en utilisant une ouverture structurée par 3 sillons périodiques.
L’interprétation physique des résultats sur la directivité d’émission sera détaillée dans la
sous-section 5.3.3.

5.3.2 Modification de la direction d’émission par variation de la
distance a entre I’ouverture centrale et le premier sillon du
réseau

En paralléle des résultats obtenus précédemment, des études expérimentales ont été
conduites sur des bull’s eyes dont la distance a entre 'ouverture centrale et la premiére
corrugation du réseau (Figure 5.14 (a)) a été modifiée par rapport aux structures présentées
dans la section 5.3.1 (Figure 5.14 (b)). Pour les mesures que nous allons présenter dans
cette section, le paramétre a a été fixé a 220 nm, ce qui correspond appoximativement a la
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a Fluorescent molecules in solution

4;1 N a2, ™

FIGURE 5.14 — (a) Schéma de la configuration expérimentale. Le paramétre a représente
la distance entre le centre de ['ouverture et le premier sillon du réseau de corrugations.
Images de microscopie électronique a balayage des nano-ouvertures corruguées pour des
parameétres a = Agp (b) et a = Agp/2 (c) [115].

demi-longueur d’onde de résonance des ondes de surface (a = Agp/2 a l'interface corruguée
métal/diélectrique. Les autres paramétres des structures demeurent inchangés (profondeur
des corrugations : 65 nm, largeur des corrugations 200 nm, périodicité 440 nm, diamétre
de I'ouverture centrale 135 nm). Une image de microscopie électronique a balayage d’une
structure corruguée de paramétre a =~ Agp/2 est disponible en Figure 5.14 (c¢). Toutes les
mesures expérimentales présentées dans la section 5.3.1 ont également été effectuées pour
les nano-ouvertures corruguées de paramétre a ~ Agp/2.

Les images d’intensité de fluorescence obtenues dans le plan focal arriére de l'objectif
a immersion d’ouverture numérique ON=1.2 sont présentées en Figure 5.15 (a)-(d) en
fonction du nombre de sillons périodiques. Les images obtenues sont trés différentes de
celles présentées en Figure 5.13 (a)-(d). En complément du disque principal, un second
disque sombre apparait au centre de l'image, avec une intensité de plus en plus faible
lorsque le nombre de sillons du réseau augmente. Une coupe horizontale de l'intensité
de fluorescence réalisée au centre du disque principal est disponible en Figure 5.15 (e).
Ces données ont également été normalisées a l'aide de mesures FCS sur une solution de
référence. Des pics d’intensité de fluorescence apparaissent dans des zones centrées autour
de # = +30°, dont la largeur augmente en fonction du nombres de sillons périodiques. Les
valeurs de ces pics sont indiqués en Figure 5.15 (j) selon le nombre de corrugations. Des
minimas d’intensité de fluorescence sont mesurés dans la direction normale & I’échantillon
(0 =0°). Les représentations de ces résultats en coordonnées polaires et les valeurs HWHM
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5.3. Controle directionnel de fluorescence moléculaire par des nano-ouvertures corruguées

des intensités maximales sont disponibles en Figure 5.15 (f)-(i) et (k) pour les différentes
nano-ouvertures corruguées. Des valeurs HWHM comprises entre 17 et 20° sont mesurées
dans des directions centrées autour de §# = £30°. La figure de mérite (directivité) de ces
nano-antennes a été calculée de la méme maniére que précédemment (Figure 5.15 (1)). Une
directivité de 5 dB est obtenue pour ouverture centrale structurée par 2 corrugations.

5.3.3 Interprétation et modélisation physique des résultats obte-
nus

Les différences sur la directivité d’émission obtenues pour des paramétres a ~ Agp et
a ~ Agp/2 suggérent des effets d’interférences constructives et destructives entre la fluores-
cence émise en champ lointain depuis 'ouverture centrale et le rayonnement de fluorescence
provenant des intéractions avec les ondes de surface qui est redécouplé en champ lointain
par le réseau de corrugations périodiques. La fluorescence issue de 'ouverture centrale et la
fluorescence réémise par le réseau de corrugations sont en phase dans la direction normale
a I’échantillon (6 =0°) lorsque la distance a entre I'ouverture centrale et le réseau de sillons
périodiques est multiple de la longueur d’onde Agp, et en opposition de phase lorsque a
est un multiple de la demi longueur d’onde Agp. Dans le cas d’interférences constructives
(a = Agp), un pic d’intensité de fluorescence est attendu dans la direction # =0° tandis
qu'un creux d’intensité de fluorescence est attendu a 6 =0° pour des interférences des-
tructives (a = Agp/2). Ceci fournit une interprétation aux différences observées entre les
nano-ouvertures corruguées de paramétres géométriques a ~ Agp (Figure 5.13 (b)-(d)) et
a =~ \gp/2 (Figure 5.15 (b)-(d)). Pour confirmer ces effets d’interférences, nous allons dans
un premier temps présenter une étude basée sur un modéle d’optique physique et qui sera
complétée dans un second temps par des simulations FDTD.

Modéle d’optique physique

Pour simplifier le probléme, cette étude est restreinte & un cas 2D. La configuration et
les notations utilisées sont présentées en Figure 5.16. L’ouverture centrale est remplacée
par source ponctuelle émettant a une longueur d’onde A\ dans le milieu. La majeure partie
du rayonnement est émis dans le demi-espace inférieur d’indice n, =1.52 et une certaine
quantité de rayonnement est couplée aux ondes de surface vers le réseau de corrugations.
Pour tenir compte des effets de retard dus a la propagation des ondes de surface a I'interface
métal/diélectrique (dont l'indice du mode est noté ngp), 'indice ngp a été considéré en
premiére approximation comme égal a l'indice de réfraction des plasmons de surface a
interface or-verre : ngp = /€ €,/(€’ + ¢,), ot € désigne la partie réelle de la permittivité
du métal (nous avons pris € =12 dans le cas de I'or pour une longueur d’onde A =670 nm,
qui est la longueur d’onde centrale d’émission de fluorescence des molécules d’Alexa 647)
et g = ng est la permittivité du substrat. Chaque sillon du réseau est considéré comme
une source ponctuelle secondaire de rayonnement, qui redécouple les ondes de surface en
champ lointain avec une efficacité relative notée ¢(). Le paramétre ¢(f) a arbitrairement
été définie comme () = Gmarcos®(0), avec une valeur ¢, =0.2 pour correspondre aux
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FIGURE 5.15 — Diagramme de rayonnement et exaltation de fluorescence des molécules
diffusant dans des nano-ouvertures corruguées (parametre a =~ \gp/2, émission de fluores-
cence centrée a 670 nm) en fonction du nombre de sillons périodiques. (a)-(d) Distribution
d’intensité de fluorescence mesurée dans le plan focal arriére de [’objectif de microscope
(ON=1.2) en fonction du nombre de sillons périodiques N incrémenté de 0 & 3. (e) Coupe
de lintensité de fluorescence par molécule en fonction de l'angle polaire de collection 6
obtenue d’aprés (a)-(d). Ces données ont été normalisées par rapport & la solution de ré-
férence et représente donc lexaltation de fluorescence moléculaire en fonction de 0. (f)-(i)
Graphes polaires de la distribution d’intensité de fluorescence pour les différents nombres
de sillons périodiques. (j) Pics d’exaltation de fluorescence obtenus d’apres (e) pour les dif-
férentes ouvertures corruguées. (k) Demi-largeur o mi-hauteur (HWHM) des intensités pics
calculée en fonction du nombre de sillons. (1) Directivité des nano-ouvertures corruguées

calculée en dB [115]).
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E,, Eis

FIGURE 5.16 — (a) Schéma a 2 dimensions d’une nano-ouverture structurée par un réseau de
corrugations de périodicité p et de paramétre a (a est la distance entre l'ouverture centrale
et la premiere corrugation). (b) Notations utilisées pour le modeéle d’optique physique dé-
crit. L’ouverture centrale est remplacée par une source ponctuelle monochromatique (point
rouge) et chaque sillon du réseau est considéré comme une source ponctuelle secondaire de
rayonnement [115].

observations expérimentales. Cela signifie que chaque sillon du réseau rayonne un maximum
d’intensité de ¢2,,, =4% par rapport a l'intensité émise depuis 'ouverture centrale, ce qui
parait étre une estimation raisonnable. Avec ce modéle, le champ électrique total rayonné
en champ lointain dans la direction # est donné par :

Eii(0) = Ege ™ + q(0)Ege ' + q(0)Epe” " (5.3)
+  q(0)Eoe " + q(0)Ege 2 + ...

ou Fjy est I'amplitude du champ électrique directement rayonné par la source dans le
substrat (dans le cas d’une source isotrope, Fy est indépendant de ), et ; est la phase
relative du champ rayonné par le sillon i. Au cours de la propagation du champ, les phases
relatives s’accumulent avec un retard proportionnel a la différence de marche optique qui
est la distance parcourue par les ondes multipliée par 'indice de réfraction du mode. Les
phases relatives sont définies comme :
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vo = 0 (5.4)
2m ,
Or1 = T(nspa—ngasm(Q))
2m .
w1 = T(nspaangasm(H))
2m :
pro = (nspla+p) —nglat p)sin(6))
2m .
p_g = T(ngp(a +p) + ngla + p)sin())
L’intensité totale rayonnée I(0) = |Ey(0)]* peut alors étre calculée pour chaque angle

polaire . Les données obtenues d’aprés les simulations numériques sont présentées en
Figure 5.17. Ces résultats numériques reproduisent de maniére assez similaire les carac-
téristiques globales expérimentalement mesurées et les diagrammes de rayonnement pour
une émission de fluorescence centrée autour de A =670 nm avec des structures corruguées
de paramétres a &~ Asp et a &= Agp/2. A cause des approximations en sources ponctuelles
effectuées sur I'ouverture centrale et les sillons du réseau et des considérations en émission
monochromatique, la divergence angulaire est plus faible que celle mesurée expérimentale-
ment. Cependant, ’avantage de ce premier modéle d’optique physique est d’expliquer de
maniére assez intuitive les effets physiques a l'origine des résultats obtenus expérimentale-
ment.

Dans la direction normale a I’échantillon (6 =0°), le modéle prédit des interférences construc-
tives si les phases relatives ¢; sont des multiples entiers de 27, i.e. si ngpa est multiple
entier de \. Cela correspond & la configuration expérimentale ot @ =440 nm, A =670 nm
et ngp =1.69, et donc pour laquelle ngpa ~ 1.1\. En revanche, des interférences destruc-
tives dans la direction normale & I’échantillon (# =0°) apparaissent lorsque le terme ngpa
est multiple entier de A/2, ce qui correspond a la configuration expérimentale a =200 nm
(A =670 nm, ngp =1.69) et pour laquelle ngpa =~ 0.55\.

Simulations FDTD

Afin de confirmer les résultats obtenus avec le modéle d’optique physique, des simu-
lations numériques basées sur un code commercial FDTD (Fullwave Rsoft Inc.) ont été
conduites. Pour cela, I'intensité du champ transmis par une fente 2D per¢ée dans un film
d’or de 200 nm et structurée sur la surface supérieure du film métallique par un réseau
de 8 sillons paralléles de profondeur 65 nm a été calculée. La fente considérée est dans un
milieu aqueu, et est illuminée du dessous par une onde plane polarisée TM a une longueur
d’onde de 670 nm dans le vide. Le demi-espace inférieur situé directement sous la fente
correspond a un substrat de verre d’indice de réfraction n, =1.52. L’espace de calcul est
de 3.2x2.4 pym, avec une maille uniforme de 2 nm.

Les résultats de ces simulations sont présentés en Figure 5.18 (échelle logarithmique) pour
les différentes distances a entre la fente principale et le premier sillon paralléle. Les cas
correspondants aux configurations expérimentales a =440 nm et a =220 nm sont présentés
en Figure 5.18 (a)-(b), et montrent des effets de directivité sur (Figure 5.18 (a)) et hors
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a=440 nm, A =670 nm a= 220 nm, A =670 nm

FIGURE 5.17 — Diagrammes de rayonnement calculés selon le modéle d’optlique physique
pour des distances a entre ['ouverture centrale et le premier sillon du réseau de 440 nm

(= \sp) (a) et 220 nm (=~ \sp/2) (b) [115].

axe (Figure 5.18 (b)). D’autre part, les résultats obtenus avec le modéle d’optique phy-
sique ont suggérés une distance a "optimale" de 400 nm pour une directivité selon 'axe
optique (# =0°) et de 200 nm pour une directivité hors axe optique. Ceci est a nouveau
observé sur les simulations FDTD présentées en Figure 5.18 (c¢)-(d). Les résultats obtenus
par FDTD confirment donc le modéle simple d’optique physique présenté au début de cette
sous-section, et montrent une élégante correspondance qualitative entre les résultats expé-
rimentaux sur la fluorescence provenant d’émetteurs aléatoirement localisés et les résultats
issus des simulations numériques en lumiére transmise.

5.3.4 Influence de la longueur d’onde d’émission sur la directivité
de fluorescence

Les nano-ouvertures corruguées de paramétre a =220 nm utilisées dans la section 5.3.2
ont également été étudiées & d’autres longueurs d’onde d’excitation et d’émission. Dans
I’étude que nous allons présenter dans cette section, I’excitation de molécules de Rhoda-
mine 6G (Rh6G, Aldrich, St Louis, MO, rendement quantique ® =95%, pics d’absorp-
tion /émission respectivement centrés sur 525/550 nm) s’effectue par une diode laser opé-
rant & une longueur d’onde A =488 nm. Le faisceau excitateur est focalisé dans le plan
de I’échantillon par l'objectif de microscope d’ouverture numérique ON=1.2 et la détec-
tion s’effectue sur le méme montage de microscopie confocale utilisé pour I'excitation a
633 nm, avec des filtres fluorescence passe-bande 535420 nm placés devant les photodiodes
a avalanches. Les images de la distribution d’intensité de fluorescence enregistrées par
la caméra CCD dans le plan focal arriére de 'objectif de microscope sont présentées en
Figure 5.19 (a)-(d) pour les différents nombres de sillons entourant 'ouverture centrale.
Contrairement a ’émission de fluorescence centrée sur 670 nm, la directivité d’émission a
560 nm s’effectue dans la direction normale a I’échantillon, c’est a dire pour un angle 6 =0°.
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a a=440nm~1.1 A b a=220 nm ~ i./1.8

c a=400 nm~ X, d ~a=200nm ~ Ag/2

20

FIGURE 5.18 — Distribution (en échelle logarithmique) de l'intensité du champ électrique
|E|? normalisée par rapport o lintensité du champ incident |Ey|* pour une distance a
entre la fente et le premier sillon paralléle du réseau correspondant aux configurations
expérimentales étudiées (a, b) et aux cas "optimal" prédit par le modéle d’optique physique
(¢, d). La longueur d’onde dans le vide est 670 nm pour toutes les simulations. Les axes
en abscisse el en ordonnés sont en um, et tous les graphes présentés ont la méme échelle
de niveauz de couleurs [115].

Ceci est directement lié au décalage de la longueur d’onde d’émission de fluorescence vers
de plus courtes longueurs d’onde comparé aux résultats de la section 5.3.2. La distance
entre 'ouverture centrale et le premier sillon périodique qui était de a = Agp/1.8 pour les
molécules d’Alexa 647 (émission centrée sur 670 nm), est & présent de a ~ Agp/1.4 pour
les molécules de Rh6G (émission centrée sur 560 nm). Les phases relatives ¢; résultantes
sont alors modifiées, conduisant a des effets d’interférences constructives dans la direction
6 =0° pour la fluorescence des molécules de Rh6G. Les coupes de I'intensité de fluorescence
dans le plan focal arriére et leurs représentations en diagramme polaire sont disponibles
en Figure 5.19 (e)-(i) pour les différentes ouvertures corruguées. Comme nous pouvons le
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FIGURE 5.19 — Diagramme de rayonnement et exaltation de fluorescence des molécules
diffusant dans des nano-ouvertures corruguées (parametre a = \gp/2, émission de fluores-
cence centrée a 560 nm) en fonction du nombre de sillons périodiques. (a)-(d) Distribution
d’intensité de fluorescence mesurée dans le plan focal arriere de [’objectif de microscope
(ON=1.2) en fonction du nombre de sillons périodiques N incrémenté de 0 a 3. (e) Coupe
de lintensité de fluorescence par molécule en fonction de l’angle polaire de collection 0
obtenue d’apres (a)-(d). Ces données ont été normalisées par rapport a la solution de ré-
férence et représente donc Uexaltation de fluorescence moléculaire en fonction de 0. (f)-(i)
Graphes polaires de la distribution d’intensité de fluorescence pour les différents nombres
de sillons périodiques. (j) Pics d’exaltation de fluorescence obtenus d’apres (e) pour les dif-
férentes ouvertures corruguées. (k) Demi-largeur a mi-hauteur (HWHM) des intensités pics
calculée en fonction du nombre de sillons. (1) Directivité des nano-ouvertures corruguées
calculée en dB [115].
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remarquer, des exaltations de fluorescence moléculaire g, supérieures a un facteur 5 sont
obtenues dans la direction normale a I’échantillon en présence du réseau de corrugations,
ce qui sont des valeurs plus fortes que dans le cas d’une simple nano-ouverture. Ces gains
demeurent toutefois inférieurs a ceux obtenus sur des molécules d’Alexa 647 excitées a
633 nm. Cela s’explique d’une part, par le rendement quantique élevé des molécules de
Rhodamine 6G (& =95%), qui ne permet quasiment pas d’obtenir un gain sur le taux
d’émission radiatif, et d’autre part, par la permittivité de I'or dans la gamme 540-580 nm.
Malgré cela, les valeurs HWHM mesurées pour les intensités pics (Figure 5.19 (k)) et la
directivité des rayonnements obtenue (Figure 5.19 (1)) sont assez satisfaisantes, avec en par-
ticulier une valeur HWHM de 18° et une directivité de 6.6 dB mesurées pour une ouverture
structurée par 3 sillons périodiques.

5.3.5 Nano-spectroscope a réseau pour le filtrage directionnel de
I’émission de fluorescence a deux couleurs

Les résultats obtenus dans les sections 5.3.2 et 5.3.4 suggérent que les longueurs d’ondes
d’émission de molécules fluorescentes spectralement différentes peuvent étre séparées an-
gulairement en utilisant une nano-ouverture corruguée.

Filtrage directionnel en utilisant un paramétre a =220 nm

Pour cette étude, des molécules d’Alexa 647 (émission centrée sur 670 nm) et de Rh6G
(émission centrée sur 550 nm) respectivement excitées a 633 et 488 nm, ont été placées dans
les nano-ouvertures corruguées de paramétre a =220 nm (Figure 5.20 (a)). La distribution
d’intensité de fluorescence pour les deux espéces moléculaires en présence est mesurée par
la caméra CCD dans le plan focal arriére de I'objectif de microscope ON=1.2. Les images
obtenues sont présentées en Figure 5.20 (b)-(d), et les coupes d’intensité de fluorescence
sont disponibles en Figure 5.20 (e). Comme attendu, I’émission de fluorescence provenant
des molécules d’Alexa 647 est centrée dans la direction #£30°, alors que I’émission de
fluorescence des molécules de Rh6G est dirigée dans la direction # =0° (Figure 5.20 (e)).
Ces résultats montrent clairement qu’un filtrage des photons de fluorescence émis par des
molécules spectralement différentes peut étre opéré par une nano-antenne (de dimension
1.5 pm) dans le champ proche des émetteurs en solution, ce qui constitue la premiére
démonstration expérimentale d’un contréle directionnel de fluorescence multi-émetteurs.
La nano-ouverture corruguée peut donc étre vue comme un spectroscope a réseau dans
le champ proche, qui sépare angulairement la fluorescence moléculaire selon la longueur
d’onde d’émission. Enfin on notera que ces données sont en accord avec les expériences
effectuées en transmission en lumiére blanche sur des fentes structurées par des sillons
paralléles présentées dans la sous section 5.1.2. Pour de courtes longueurs d’onde, la lumiére
transmise est centrée selon Paxe optique (# =0°), alors qu’aux plus hautes longueurs d’onde,
la lumiére transmise est dirigée hors axe optique.
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FIGURE 5.20 — Filtrage angulaire de la fluorescence des molécules d’Alexa 647 (émission
a 670 nm représentée en rouge) et de Rh6G (émission a 560 nm représentée en vert) par
une nano-ouverture structurée par 2 sillons circulaires de périodicité 440 nm et de para-
metre a =220 nm. (a) Configuration expérimentale pour laquelle la solution de molécules
d’Aleza 647 et de Rh6G diffusent dans l’ouverture centrale. (b)-(d) Distribution d’intensité
de fluorescence mesurée dans le plan focal arriére de 'objectif de microscope (ON=1.2)
pour les molécules d’Alexa 647 (b) et de Rh6G (c), et combinaison des deuz images (d).
Diagramme de rayonnement en fonction de l'angle 0 (f) et représentation en coordonnées
polaire (e) [115].

Filtrage directionnel par décentrage de I'ouverture principale par rapport au
résau de corrugations

La symétrie azimutale obtenue pour I’émission de fluorescence a 670 nm des molécules
d’Alexa 647 en utilisant une ouverture corruguée de parameétre a =220 nm ne permet pas
de concentrer les photons de fluorescence de maniére optimale dans une seule direction
donnée. La premiére maniére de briser cette symétrie azimutale consisterait a structurer
des sillons de péridocités différentes et des distance a décalées a gauche et a droite de 1'ou-
verture centrale, ce qui est assez complexe a réaliser d’un point de vue nano-fabrication.
Une autre maniére plus ¢légante et moins difficile a réaliser consite a décaler la position de
Iouverture centrale d’une distance ¢ par rapport au centre géométrique du réseau.

Pour les structures utilisées dans cette étude, le rayon du premier sillon du réseau est de
440 nm, ce qui signifie que le paramétre a est de 440 nm en ’abscence de décalage de I'ouver-
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ture centrale (§ =0). Les images d’intensité de fluorescence des molécules d’Alexa 647 et de
Rh6G enregistrées par la caméra CCD pour des nano-ouvertures corruguées de périodicité
440 nm et de décalage § =+150 nm (Figure 5.21 (a)) sont présentées en Figure 5.21 (b)-
(d). Sous cette configuration, les faisceaux de fluorescence des molécules d’Alexa 647 et de
Rh6G sont collimatés avec des directions angulaires respectivement centrées sur 6 =-14°
et 0 =-23°, et des valeurs HWMW de 14° (pour les molécules d’Alexa 647) et 28° (pour
les molécules de Rh6G). Comme attendu d’aprés les simulations numériques basées sur
le modéle d’optique physique (indiquées a l'intérieur de la Figure 5.21 (e)), les faisceaux
de fluorescence sont dirigés dans la direction opposée au déplacement . Ces expériences
montrent qu'une émission directionnelle de fluorescence peut étre obtenue sur une large
bande spectrale (540 4 690 nm) en modifiant uniquement la position de 'ouverture centrale
dans le réseau de corrugations. On notera que les niveaux d’intensité de fluorescence sont
plus faibles que dans le cas 0 =0, mais des exaltations de fluorescence significatives sont
encore mesurées. Les directivités de fluorescence obtenues sont de 6.5 dB pour les molécules
d’Alexa 647 et 4.4 dB pour les molécules de Rh6G. Enfin, précisons que le décalage de I'ou-
verture centrale peut étre comparé a une désadaptation d’impédance, qui conduit a de plus
faibles intensité d’excitation (mode récepteur) et taux d’émisson (mode transmetteur).

5.4 Conclusion sur les nano-ouvertures corruguées

Nous avons vu dans ce chapitre que les nano-ouvertures structurées par un réseau de
corrugations périodiques permettent de collimater le faisceau de fluorescence de molécules
en solution dans la direction normale a I’échantillon, avec un taux de fluorescence par
molécule exalté comparé au cas de la solution fluorescente en espace libre, ce qui est une
différence majeure comparée aux nano-antennes Yagi-Uda [9]. En faisant varier les para-
métres géomeétriques du réseau (périodicité, distance entre 'ouverture centrale et le premier
sillon du réseau ...), il est possible de controler totalement la direction d’émission de fluo-
rescence moléculaire. La direction angulaire de rayonnement étant fonction de la longueur
d’onde d’émission, la fluorescence de molécules spectralement différentes peut alors étre
séparée spatialement dans le champ proche. Cela ouvre de nouvelles perspectives pour
I’analyse moléculaire & forte concentration et suggére de nouvelles applications en biopho-
tonique [116, 117], telles que des biocapteurs multi-sondes dont 1’émission de fluorescence
serait angulairement séparée.
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FIGURE 5.21 — Contréle directionnel de la fluorescence de molécules d’Alexa 647 (rouge)
et de Rh6G (vert) diffusant en solution. (a) Dans la configuration expérimentale, le rayon
du premuer sillon périodique est de a =440 nm et ['ouverture centrale est décalée d’une
distance 6 =150 nm par rapport au centre géométrique du réseau de corrugations. (b)-
(d) Distribution d’intensité de fluorescence mesurée dans le plan focal arriére de l’objectif
de microscope (ON=1.2) pour les molécules d’Alexa 647 (b) et de Rh6G (c), et combi-
naison des deuzx images (d). Diagramme de rayonnement en fonction de Uangle 0 (f) et
représentation en coordonnées polaire (e). Sur (e) est également présentée le déplacement
angulaire du pic de rayonnement mazimal en fonction du décalage & de l'ouverture centrale
par rapport au réseau de corrugations (les points indiquent les mesures expérimentales et
les lignes continues ont été obtenues d’apres le modéle d’optique physique). (g) Diagramme
de rayonnement calculé selon le modéle d’optique physique pour nano-ouverture structurée
par 2 sillons périodiques avec un décentrage de l'ouverture centrale de 6 =150 nm [115].
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CHAPITRE 6

Méthodes alternatives pour le sondage des champs optiques au
voisinage de nano-antennes

La caractérisation expérimentale des propriétés des nano-antennes optiques présentées
dans les chapitres 3, 4 et 5 a été effectuée par des études de spectroscopie de corrélation
de fluorescence combinées & des mesures de temps de vie de fluorescence. Bien que trés
puissante, cette procédure nécessite de déterminer au préalable 'exaltation de fluorescence
NE,.> 1€ gain & I’émission ny, . et la réduction sur le temps de vie de I'émetteur 7y, , avant
d’accéder au gain sur 'intensité d’excitation n;, . Le gain sur 'intensité d’excitation est tou-
tefois une propriété intrinséque hautement importante d’une nano-antenne optique (a une
fréquence d’excitation donnée) car il ne dépend pas de la sonde utilisée pour le mesurer. Le
temps nécessaire pour accéder au parametre 7y, par la procédure de caractérisation de fluo-
rescence présentée dans le chapitre 2 étant assez important, il a été développé en paralléle
deux autres techniques rapides de sondage des renforcements de champs électromagnétiques
au voisinage de nano-antennes optiques. La premiére d’entre elles consiste a suivre la dy-
namique temporelle d’états multiexcitoniques de boites quantiques semiconductrices [118].
En accédant aux amplitudes des populations des états excitoniques et biexcitoniques, il
est possible de déterminer de maniére trés précise I'exaltation sur l'intensité locale d’ex-
citation. La seconde est une technique de spectroscopie sous saturation de fluorescence.
En modulant sinusoidalement l'intensité d’excitation a une fréquence f dans un régime
de saturation de fluorescence, il est possible de générer des harmoniques aux fréquences
supérieures (2f, 3f, ...) et d’extraire des informations sur I'intensité locale d’excitation a
partir de ces harmoniques. Ces deux techniques alternatives vont étre présentées dans ce
chapitre.
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METHODES ALTERNATIVES POUR LE SONDAGE DES CHAMPS OPTIQUES AU VOISINAGE
DE NANO-ANTENNES

6.1 Sondage des exaltations de champs optiques au voi-
sinage de nano-antennes par étude de dynamique
temporelle de boites quantiques semi-conductrices

6.1.1 Introduction sur les boites quantiques semi-conductrices

Les progrés effectués dans le domaine de la croissance auto-organisée et en particulier
en épitaxie par jet moléculaire, ont permis dans les années 1980 la réalisation de structures
semi-conductrices de dimensions nanométriques et dans lesquelles les porteurs de charges
sont confinés dans les trois directions de I'espace : on parle de boites quantiques semi-
conductrices ou d’atomes artificiels. Le confinement des porteurs de charge a I'intérieur de
ces objets quantiques impose une discrétisation des niveaux d’énergie, avec des spectres
d’absorption et d’émission dépendant de leurs tailles caractéristiques. Si la croissance auto-
organisée est encore trés utilisée actuellement pour la fabrication de boites quantiques, une
méthode de synthése par voie chimique en solution a été proposée en paralléle dans les
années 1980. Cette méthode consiste a introduire une solution organique des éléments du
matériau qui par nucléation vont s’assembler et croitre en structures semi-conductrices na-
nométriques (ou nanocristaux) composées de quelques milliers d’atomes. Les boites quan-
tiques (CdSe/CdS/ZnS) utilisées au cours de cette thése ont été synthétisées par la méthode
chimique que nous allons présenter.

6.1.2 Fabrication des boites quantiques CdSe/CdS/ZnS

Pour toutes les études conduites sur les boites quantiques, nous avons collaboré avec
le groupe de Dan Oron du Weizmann Institute of Science (Israél). La synthése des boites
CdSe/CdS/ZnS a été effectuée au Weizmann Institute of Science selon la procédure sug-
gérée par Peng et al avec quelques modifications mineures. Un mélange de CdO (0.0128 g,
0.1 mmol), TDPA (0.063 g, 0.216 mmol) et d’'ODE de qualité technique (4 mL) a été
seché et dégazé sous vide a une température de 120°C pendant 30 min dans un ballon
tricol. La solution a ensuite été chauffée a 280°C et une solution de TOPSe, préparée en
dissolvant du selenium élémentaire (0.078 g, 0.1 mmol) dans 2 mL de TOP, y a été rapide-
ment ajoutée sous agitation vigoureuse. La température de croissance a alors été réduite a
250°C et maintenue constante jusqu’a ce que les boites atteignent la taille désirée (environ
30 min). Cette réaction génére typiquement des nanocristaux de CdSe d’environ 3.6 nm,
avec un premier pic d’absorption centré sur 572 nm. Des nanocristaux de CdSe de taille
plus importante ont été obtenus en ajoutant goutte & goutte une solution de Cd:Se (1:1
vol. de 0.1M de Cd oléate dans de 'ODE et 0.1M de Se dans du TOP) jusqu’a ce que
les boites aient la taille désirée. Aprés un processus de recuit a 250°C durant 30 min, le
diamétre atteint est de 5.7 nm, avec un pic d’absorption de 622 nm. Les coquilles de CdS
et ZnS sont alors respectivement synthétisées en ajoutant goutte a goutte des solutions de
Cd:S et Zn:S a 250°C de maniére monotope. Pour la croissance des coquilles de CdS, la
solution injectée est composée de 1:1 vol. de 0.1M de cadnium oléate dans de 'ODE et
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FIGURE 6.1 — Image par microscope électronique a transmission des boites quantiques semi-
conductrices synthétisées [118].

0.1M de soufre dans de ’ODE. Pour la croissance des coquilles de Zns, la solution injectée
est composée de 1:1 vol. de 0.1M d’acétate de zinc dans de l'acide oléique et de 'ODE
et 0.1M de soufre dans de 'ODE. Aprés chaque croissance de coquilles, les nanocristaux
ont été recuits a 250°C pendant plus de 30 min. Aprés le dernier recuit, la solution a été
refroidie a température ambiante et stockée dans un congélateur jusqu’a précipitation. Les
boites CdSe/CdS/ZnS finalement obtenues présentent un pic d’absorption a 657 nm et un
pic d’émission a 667 nm (Figure 6.1 (a)). Une image par microscope électronique & trans-
mission (Philips T12 opérant a 120 kV) des boites quantiques synthétisées est présentée en
Figure 6.1 (b).

6.1.3 Dynamique de photoluminescence d’états multiexcités

Contrairement aux systémes moléculaires, les boites quantiques semi-conductrices peu-
vent présenter de multiples états excités [119, 120]. Dans le cadre de cette thése, nous
nous sommes intéressés aux états monoexcités (appelés également excitons notés X et qui
correspondent & la création d’une paire électron-trou comme représenté en Figure 6.2 (a))
et aux états biexcités (appelés également biexcitons notés BX et qui correspondent a la
création de deux paires électron-trou comme représenté en Figure 6.2 (b)). Le développe-
ment mathématique que nous allons présenter a pour but de démontrer que le ratio entre
les amplitudes des états biexcitoniques BX et excitoniques X du signal de déclin de pho-
toluminescence varie linéairement en fonction de la puissance d’excitation et permet donc
une mesure directe de 'intensité locale d’excitation.

Le modéle cinétique et les notations utilisées dans ce chapitre sont présentés en Figure 6.2 (c),
ou p;(t) et k; désignent respectivement la population relative et le taux de désexcitation
total de I’état excité i. La relaxation depuis I’état biexcitonique BX vers I’état excitonique
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FIGURE 6.2 — Description schématique des processus de relazation excitonique X (a) et
biezcitonique BX (b). (¢) Représentation du modéle cinétique et notations utilisées [118].

X peut s’effectuer de maniére radiative ou non radiative. Le signal de photoluminescence
provenant de la relaxation de I’état excitonique X dépend donc des populations initiales des
états excitonique X et biexcitonique BX. Sous ces considérations, les équations d’évolution

des populations des états X et BX s’écrivent :

dppx
= —k t
dt BXPBX( )7
d
% —kxpx(t) + kpxpex(t),

La résolution de ces équations différentielles conduit & :

pex(t) = phyexp(—kpxt),

kpx kpx

px(t) = <p9c i ——— kXp%X) S Ppxe ",

kBX - kX

(6.1)

(6.2)

(6.3)
(6.4)

ou p? désigne le population relative initiale de ’état 4, immédiatement aprés excitation. Le
terme en e *8x! dans I’équation 6.4 d’évolution de population excitonique px traduit le
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fait que la population de I'état excité X croit lors de la relaxation de I’état biexcitonique,
c’est a dire lorsque la population BX décroit.

Di au fort confinement des porteurs de charges électromagnétiques dans les boites quan-
tiques, la relaxation depuis I'état biexcitonique BX vers I’état excitonique X est essen-
tiellement dominé par l'effet Auger, qui est une forme de relaxation non-radiative. La
recombinaison Auger (Figure 6.2 (b)) est un processus au cours duquel I’énergie de recom-
binaison d’une paire électron-trou est transférée a la paire restante, seule cette derniére
pouvant se recombiner et émettre un photon. La durée de vie des processus Auger varie
typiquement en fonction du volume et de la forme des boites quantiques, dans une gamme
temporelle comprise entre une dizaine et quelques centaines de picosecondes, tandis que la
durée de vie de I'état excitonique X est généralement de 'ordre d’une dizaine de nanose-
condes. Cela se traduit mathématiquement par la relation kgx > kx, ce qui conduit & un
terme kpx/(kpx — kx) =~ 1. Les équations d’évolution des populations se réécrivent alors :

pex(t) = phyexp(—kpxt). (6.5)
px(t) = Pk +phx)e ™" — phye FBx (6.6)

Nous pouvons & présent déterminer le signal de photoluminescence S(t) relatif aux popu-
lations des états multiexcités et qui est analysé par le systéme expérimental TCSPC :

S(t) = kypx (t) + kpex(t) = axe ™" + apxe 2", (6.7)

ol kf“d est le taux d’émission radiatif du i-éme état multiexcité, ax et agy sont respective-
ment les amplitudes des composantes transitoires des temps caractéristiques de relaxation
excitonique 7y = 1/kx et biexcitonique 75x = 1/kpx contribuant au signal de photolumi-
nescence détecté S(t). Les amplitudes ax et agy, qui sont accessibles a travers les mesures
de déclins de luminescence effectuées par TCSPC, peuvent étre identifiées en utilisant les
équations 6.5 et 6.6 :

ax = k¥'p% + phx), (6.8)
apx = (kg —k¥p%y, (6.9)

La relaxation de tous les états multiexcités conduisant a un simple état monoexcité X,
I’amplitude excitonique ay est proportionnelle au taux d’émission radiatif depuis I'état X
et a la population totale py; = p% + phy des états excités. L’amplitude biexcitonique apy
dépend quant & elle de la différence des taux d’émission radiatif des états X et BX, ce qui
est une conséquence directe de la dépendance temporelle en e ¥2x* de la population px de
I'état excitonique X (la population de Iétat excité X croit avec une dynamique temporelle
proportionnelle au terme e~*2x? lorsque la population du double état excité BX décroit).
La détermination expérimentale du taux d’émission radiatif biexcitonique s’avére étre une
tache difficile car la relaxation depuis I'état BX est fortement dominée par les processus
de recombinaison Auger. Cependant, comme il a été montré dans de précédentes études

expérimentales [121, 122], le taux d’émission radiatif biexcitonique k7% est supérieur au
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taux d’émission radiatif excitonique d’un facteur r = 2 — 3. Les amplitudes ax et agx des
composantes transitoires peuvent alors se réécrire comme :

ax = k¥“(p% +Phx), (6.10)
apx = k¥Ur —1)phy, (6.11)

Lorsque les boites quantiques sont excitées au-dessus de leur limite de bande, les processus
d’absorption de photons peuvent étre considérés comme des événements indépendants qui
sont décrits par une statistique Poissonienne :
efﬁ

P(k,n) = ﬁk?. (6.12)
ou n et k sont respectivement les nombres moyen et absorbé de photons incidents par
boite quantique et par impulsion. La population totale initiale p;,; étant proportionnelle &
la probabilité d’absorber au moins un photon, celle-ci peut étre exprimée comme :

Dot = D% +Phx 1 — P(0,7) =1—¢ ™ (6.13)

La population initiale p%y de état BX est quant & elle proportionnelle a la probabilité
d’absorber plus d’un photon :

phy x1—P(0,7)— P(1,n) =1—(1+n)e " (6.14)

Les amplitudes ax et agx peuvent alors étre réexprimées :

ax = k¥Y(1—e™). (6.15)
apx = K¥r—1)(1—-1+n)e ™). (6.16)

Cette démonstration montre que les amplitudes ax et agx sont toutes deux proportionelles
au taux d’émission k., depuis I'état X. La modification du taux d’émission radiatif kX,
pour des boites quantiques placées & proximité de nano-antennes optiques affectera donc
les amplitudes ay et agpx de la méme maniére. En calculant le rapport des amplitudes
biexcitonique et excitonique, la dépendance en fonction du taux d’émission radiatif £,
disparait :

a 1—(1+n)e™
X —(r—1) (1+7) , (6.17)
ax 1—e™m
Le terme (r — 1) = 1 étant constant, le rapport apx/ax dépend uniquement du nombre
moyen de photons absorbés n. De plus, si 'on considére une excitation en-dessous de
la saturation, c’est a dire pour n < 1, le rapport entre les amplitudes biexcitonique et

excitonique est réduit a :

an_1—<1+7_1)(1—7_l)_7_12
ax  1-(1-a) @

= 7. (6.18)

Le rapport apx/ax variant linéairement en fonction de lintensité d’excitation, celui-ci
peut donc étre utilisé comme sonde locale du champ électromagnétique.
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FIGURE 6.3 — (a) Courbe de déclin du signal de photoluminescence des boites quantiques
CdSe/CdS/7ZnS utilisées et contributions des amplitudes des populations excitoniques X et
biexcitoniques BX dans le cas d’une interface de verre pour une puissance moyenne d’exci-
tation de 50 uW. (b) Courbes de déclin de photoluminescence dans le cas d’une interface de
verre pour différentes puissances d’excitation (10, 30 et 50 uW). Ces mesures expérimen-
tales montrent une augmentation d’amplitude de la population biexcitonique (temps courts)
en fonction de la puissance d’excitation. (¢) Rapport entre les amplitudes biexcitoniques et
excitoniques (BX/X ) en fonction de la puissance d’excitation dans le cas d’une interface
de verre [118].

6.1.4 Calibration expérimentale du rapport BX/X dans le cas
d’une interface de verre

Toutes les études expérimentales que nous allons présenter s’effectuent au préalable en
calibrant la dynamique d’émission de photoluminescence des boites quantiques diluées dans
une solution d’heptane dans le cas d’une simple interface de verre. Ces mesures vont servir
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de référence pour le sondage des champs optiques au voisinage de nano-antennes. I.’excita-
tion des boites quantiques s’effectue avec la diode laser pulsée (durée d’impulsion de 50 ps,
fréquence de répétition de 20 MHz) opérant a 636 nm. Le signal de photoluminescence est
mesuré a ’aide des photodiodes & avalanche rapides et analysé par le systéme TCSPC. La
résolution globale du systéme est de 120 ps. Un histogramme type du déclin de photolumi-
nescence des boites quantiques est disponible en Figure 6.3 (a). Sur cet histogramme sont
de plus indiquées les contributions respectives des amplitudes des populations des états
excitoniques (temps longs) et biexcitoniques (temps courts). L’évolution des amplitudes
des états X et BX en fonction de la puissance d’excitation est présentée en Figure 6.3 (b).
A faible puissance d’excitation, la courbe de déclin du signal de photoluminescence de
I'état X présente deux composantes (avec des amplitudes notées ay, et ax, et qui sont
proportionnelles & la population initiale de 'état X [123]) visibles dans les histogrammes
de déclin de photoluminescence. Cette double décroissance exponentielle semble provenir
d’un mélange statistique de deux types de population de boites quantiques, de charges ou
encore de fluctuations temporelles du temps de vie de ’état excitonique X comme il a été
reporté en référence [124]. D’autre part, lorsque la puissance d’excitation est augmentée,
une composante transitoire au temps court apparait dans la courbe de déclin du signal de
photoluminescence. L’amplitude agx de cette composante est proportionnelle & la popu-
lation initiale de ’état biexcitonique BX. D’aprés les considérations précédentes, le signal
total de photoluminescence S(t) de 'équation 6.7 doit donc étre réécrit comme :

S(t) = (ax,e™™ " +ax,e™*2") + apxe X! (6.19)

= (ax,e ™ +ax,e /™) 4 agye /BX (6.20)

ol Tx, et Tx, sont les temps de vie de I’état excitonique X et 7px est le temps de vie de
I’état biexcitonique BX. L’analyse des données obtenues lors des mesures de déclins de
luminescence sur les boites quantiques placées sur une interface de verre a été effectuée
selon I'équation 6.20. Les temps de vie excitonique et biexcitonique ont été évalués a faible
puissance d’excitation et utilisés par la suite comme des parametres fixes avec 7x, =9.5 ns,
Tx, =2.0 ns et 7px =0.5 ns. Les amplitudes excitonique et biexcitonique sont quant a elles
considérées comme les seuls paramétres libres pour toutes nos investigations. Comme nous
I'avons montré dans la section 6.1.3, le rapport des amplitudes apx/(ax, + ax,) (appelé
également rapport BX/X) varie linéairement en fonction de la puissance d’excitation, ce qui
a été expérimentalement vérifié dans le cas de U'interface de verre présenté en Figure 6.3 (c)
ou le rapport BX/X a été tracé en fonction de la puissance d’excitation laser.

6.1.5 Sondage des renforcements de champs électromagnétiques

au voisinage de microsphéres diélectriques par mesure du
rapport BX/X

Pour montrer que le ratio BX/X peut étre utilisé comme outil de sondage des champs
optiques au voisinage de nanoantennes, nous avons choisi de conduire des expériences sur
des microsphéres diélectriques pour lesquelles les exaltations d’intensité d’excitation 7,
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FIGURE 6.4 — (a) Configuration expérimentale pour le sondage du renforcement de champ
électromagnétique au voisinage d’une microsphére diélectrique. (b) Courbes de déclin de
photoluminescence mesurées pour différents diamétres de sphéres diélectriques (0.6, 2 et
5 pm) et dans le cas d’une interface de verre pour une puissance d’excitation de 30 uW
(les courbes ont été décalées par souci de lecture). (¢c) Evolution du rapport BX/X en
fonction de la puissance d’excitation pour les différents diamétres de spheres et dans le cas
d’une interface de verre. (d) Ezaltations d’intensité locale d’excitation ny, déduites d’apreés

(c) et comparaison avec les résultats obtenus pas FCS et par des simulations basées sur la
théorie de Mie [118].

ont déja été mesurées par FCS. Pour rappel, le confinement électromagnétique obtenu au
voisinage d’une sphére éclairée par faisceau Gaussien focalisé¢ est di a la collimation du
faisceau incident combinée a des effets d’interférences entre les champs incident et dif-
fracté par la sphére. La fabrication des échantillons de microsphéres (de diamétres 0.6,
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2, 3 et 5 um) s’effectue selon la procédure présentée dans le chapitre 3. Les sphéres sont
ensuite placées au point de focalisation de I'objectif de microscope d’ouverture numérique
ON= 1.2. La solution de boites quantiques CdSe/CdS/ZnS diluée dans de I’heptane est
ensuite déposée au-dessus des échantillons de sphéres (Figure 6.4 (a)). Des expériences
sont alors conduites pour mesurer les déclins de photoluminescence des boites quantiques
au voisinage des sphéres en fonction de la puissance d’excitation. Les résultats des mesures
de déclins de photoluminescence sont présentés en Figure 6.4 (b) dans le cas d’une simple
interface de verre et en présence des différents diamétres de sphéres placées au point de
focalisation du faisceau incident pour une puissance d’excitation de 30 uW. Comme nous
pouvons le constater, 'amplitude de la composante transitoire biexcitonique aux temps
courts est plus élevée au voisinage des microsphéres comparée a la simple interface de
verre. De par la nature diélectrique des microsphéres, les temps de vie des états excito-
nique Ty, et Tx, et biexcitonique 7px ne sont pas modifiés au voisinage des sphéres et reste
donc inchangés par rapport au cas de 'interface de verre. L’analyse des données TCSPC
s’effectue en utilisant 1’équation 6.20 et permet de déterminer les amplitudes excitoniques
ax, et ax, et biexcitonique apx en fonction de la puissance d’excitation pour des boites
quantiques placées au voisinage des sphéres. Le rapport BX/X peut alors étre calculé en
fonction de la puissance d’excitation d’aprés I'analyse des données TCSPC comme indiqué
en Figure 6.4 (c). Pour des puissances d’excitation inférieures a 40 yW, la rapport BX/X
augmente linéairement en fonction de 'intensité d’excitation. Dans cette gamme de puis-
sance, la contribution des états multiexcités supérieurs (triexciton T'X ...) et les effets de
saturation sont relativement faibles et donc négligeables. Pour des puissances d’excitation
supérieures a 40 pW, le rapport BX/X croit plus vite que dans le cas du régime linéaire
a cause de la contribution non-négligeable des états multiexcités supérieurs et des effets
plus rapides de saturation des états excitoniques X par rapport aux états biexcitoniques
BX [122].

[’augmentation des rapports BX/X obtenue en présence des microsphéres (par rapport au
cas de l'interface de verre) est directement liée & une amplification de la densité d’énergie
électromagnétique. La dépendance linéaire du rapport BX/X en fonction de la puissance
d’excitation permet d’extraire une pente moyenne notée apx,x caractéristique de cette évo-
lution. En normalisant les pentes des droites obtenues en présence des différents diamétres
de sphéres par la pente mesurée dans le cas d’une simple interface de verre, nous accédons
directement & ’exaltation sur I'intensité d’excitation n;, = aBX/Xsphere/CLBX/XveM*e. En par-
ticulier, une pente ABX/X ppere de 0.078 pW™! est obtenue pour une sphére de 2 pum alors
que la pente apx/x _est de 0.028 pW! dans le cas de I'interface de verre. Cela conduit
a un gain n;, = 0.078/0.028 = 2.78 pour une sphére de 2 pm, ce qui est en bon accord
avec les résultats obtenus par FCS dans le chapitre 2 ou un gain 7;, = 2.2 a été trouvé.
Les gains 7;, mesurés en utilisant les boites quantiques semi-conductrices sont résumés en
Figure 6.4 (d) et peuvent directement étre comparés aux gains 7;, expérimentaux obtenus
par FCS et aux gains numériques calculés selon la théorie de Mie.

L’utilisation du rapport BX/X pour le sondage des champs optiques va a présent étre
étendue aux structures plasmoniques, avec lesquelles de plus importantes exaltations d’in-
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tensité locale d’excitation peuvent étre obtenues.

6.1.6 Sondage des renforcements de champs électromagnétiques

dans des nano-ouvertures métalliques par mesure du rapport
BX/X

Pour les investigations sur structures plasmoniques, nous avons choisi d’utiliser les

nano-ouvertures percées dans un film d’or (de diamétres 120 et 160 nm) présentées dans
le chapitre 4 (Figure 6.5 (a)). De la méme maniére que pour I'étude des microsphéres,
des mesures de déclins de photoluminescence ont été conduites en fonction de la puissance
d’excitation pour des boites quantiques diffusant dans les nano-ouvertures. Les résultats,
présentés en Figure 6.5 (b), montrent clairement que amplitude de la population biexcito-
nique agx est fortement augmentée dans les nano-ouvertures comparé au cas de l'interface
de verre. Pour analyser ces données, il faut tenir compte du fait que contrairement au
cas des microsphéres, le temps de vie des états excitoniques est modifié en présence d’une
structure métallique a cause de I'augmentation des pertes non-radiatives. Dans le cas des
nano-ouvertures d’or utilisées, les temps de vie excitoniques de I’état X ont été réduits a
Tx, =0.4 ns et 7x, =1.65 ns. La relaxation de 1’état biexcitonique BX étant majoritai-
rement dominée par les processus de recombinaison Auger, le temps de vie biexcitonique
Tpx n'est pas affecté de fagon majeure par la présence de la structure métallique et reste
donc fixé a la valeur 7gx =0.5 ns.
Les temps de vie des états X et BX ayant été fixés, I'analyse des données TCSPC selon
I'équation 6.20 permet de déterminer les amplitudes excitoniques ax, et ax, et biexcito-
nique BX et donc I'évolution du rapport agx/(ax, + ax,) en fonction de la puissance
d’excitation, comme indiqué en Figure 6.5 (¢). Comme dans le cas des microsphéres, les
pentes apy/x,  des droites représentant I'évolution du rapport BX /X en fonction de la
puissance d’excitation ont été calculées. En normalisant les pentes apx/x,  par les pentes
apx/x,,, ., IOUS pouvons accéder au gain sur I'intensité d’excitation a I'intérieur des nano-
ouvertures 7;, = apx/x, . /apx/x, . Les résultats sont présentés en Figure 6.5 (d) et
comparés aux résultats expérimentaux obtenus par FCS et aux simulations numériques
FDTD. La encore, les gains sur l'intensité d’excitation calculés en utilisant le rapport
BX/X sont en bon accord avec les mesures effectuées par d’autres méthodes, ce qui montre
que le ratio BX /X est un outil puissant et extrémement rapide pour le sondage des champs
optiques au voisinage de nano-antennes. Soulignons de plus qu’en tenant compte des mo-
difications de durées de vie des états excitoniques a proximité d’un métal, cette technique
peut étre étendue a la caractérisation de tout type de structures plasmoniques.

6.1.7 Conclusion sur 'utilisation des boites quantiques pour le
sondage des champs optiques

La quantification expérimentale des renforcements de champs électromagnétiques a
proximité de nano-antennes est une tache difficile car les diverses techniques spectrosco-
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FIGURE 6.5 — (a) Configuration expérimentale pour le sondage du renforcement de champ
électromagnétique dans une nano-ouverture percée dans un film d’or. (b) Courbes de déclin
de photoluminescence mesurées pour des ouvertures d’or de diamétres 120 et 160 nm et dans
le cas d’une interface de verre pour une puissance d’excitation de 30 uW. (c) Evolution du
rapport BX/X en fonction de la puissance d’excitation pour les ouvertures de 120 et 160 nm
et dans le cas d’une Uinterface de verre. (d) Ezaltations d’intensité locale d’excitation ny,

déduites d’apres (c) et comparaison avec les résultats obtenus pas FCS et par des simulations
FDTD [118].

piques habituellement utilisées (fluorescence, diffusion Raman, ...) autorisent uniquement la
détermination de 'amplification globale apportée par ’antenne, et qui est une combinaison
intriquée de modifications a 'excitation et a4 I’émission. Dans ce chapitre, un nouvel outil
expérimental permettant d’accéder directement aux exaltations d’intensité locale d’excita-
tion a été proposé. En exploitant les propriétés d’états multiexcités de boites quantiques
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semi-conductrices, il a été montré que le rapport BX/X pouvait étre utilisé comme sonde
locale du champ électromagnétique, permettant ainsi d’accéder aux modifications locales
d’intensité d’excitation au voisinage d’antennes optiques en seulement quelques secondes.
Cette technique ouvre de nouvelles opportunités pour la caractérisation expérimentale ra-
pide de nano-antennes optiques a la fréquence d’excitation. Enfin, soulignons que ’exalta-
tion des amplitudes biexcitoniques a proximité d’une nanoantenne représente une nouvelle
forme d’exaltation non-linéaire de l'intéraction lumiére-matiére & ’échelle nanométrique.

6.2 Sondage des exaltations de champs optiques au voi-
sinage de nano-antennes par spectroscopie sous sa-
turation de fluorescence

Comme il a été vu au cours des études sur les nano-antennes optiques présentées dans les
chapitres 3, 4 et 5, la fluorescence est un processus non-linéaire en fonction de la puissance
d’excitation. Ces propriétés de non-linéarité vont étre exploitées tout au long de cette
section.

6.2.1 Introduction sur la spectroscopie sous saturation de fluores-
cence

Le principe de la spectroscopie sous saturation de fluorescence consiste a moduler sinu-
soidalement l'intensité d’excitation & une fréquence f dans un régime non-linéaire d’exci-
tation, et générer des harmoniques aux fréquences supérieures (2f, 3f, ...) afin d’extraire
des informations sur l'intensité locale d’excitation. Dans un régime linéaire d’excitation de
fluorescence, c’est a dire pour I, < I, (ou I, est l'intensité d’excitation et I, l'intensité
de saturation de fluorescence), la modulation de Iintensité d’excitation a une fréquence f
conduit & une modulation du signal de fluorescence a la méme fréquence f (Figure 6.6 (a)).
En revanche, dans un régime proche de la saturation de fluorescence, c’est a dire pour
1. =~ I, lintensité de fluorescence contient la fréquence fondamentale f, mais également
les fréquences harmoniques correspondantes 2f, 3f, ... & cause de la déformation du signal
d’entrée (Figure 6.6 (b)). Les harmoniques générées peuvent étre utilisées pour améliorer
la résolution optique en microscopie confocale comme nous allons & présent l'illustrer.

6.2.2 Amélioration de la résolution optique par excitation saturée
de fluorescence

Les propriétés de non-linéarité de fluorescence ont été exploitées en 2007 par ’équipe
de Satoshi Kawata (Université d’Osaka, Japon) pour améliorer la résolution optique en
microscopie confocale [125]. Dans un régime linéaire d’excitation, 'intensité de fluores-
cence d’un échantillon est proportionnelle & 'intensité d’excitation comme il a été rappelé
dans la sous-section précédente. Cependant, lorsque l'intensité d’excitation augmente, un
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FIGURE 6.6 — Principe de spectroscopie sous saturation de fluorescence. Dans un régime
linéaire d’excitation (a), le signal de fluorescence d’un échantillon est modulé & la méme
fréquence f que lintensité laser incidente. Dans un régime saturé d’excitation (b), la défor-
mation du signal d’excitation d’entrée fait apparaitre de nouvelles fréquences harmoniques
2f, 3f, ... (en plus de la fréquence fondamentale f) dans le signal de fluorescence.
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régime de saturation est atteint a cause de la durée de vie non-nulle de I'état excité et
du nombre limité de molécules dans le volume d’observation. Dans ces conditions, 1'in-
tensité de fluorescence n’est plus linéairement proportionelle a I'excitation et la fonction
d’efficacité de détection moléculaire M DFE se déforme dans un régime de saturation de
fluorescence, ce qui entraine une détérioration de la résolution optique [126]. La fonction
M DE déformée contient de hautes fréquences spatiales, qui sont créées lorsque la satura-
tion de fluorescence introduit de fortes non-linéarités entre I'excitation et I’émission. Ces
hautes fréquences spatiales apparaissant en premier lieu au pic du faisceau laser d’exci-
tation (c’est a dire au sommet de la Gaussienne d’excitation), celles-ci contiennent des
informations structurales & une échelle plus petite que la M DFE et peuvent donc étre uti-
lisées pour améliorer la résolution spatiale en microscopie confocale.

Pour exploiter ces composantes non-linéaires contenues dans le signal de fluorescence,
'équipe de Kawata a choisi de moduler le faisceau laser excitateur (a4 une longueur d’onde
A =532 nm) & une fréquence f =10 kHz a Paide de modulateurs acousto-optiques, et de
démoduler I'intensité de fluorescence de molécules de Rhodamine 6G aux fréquences har-
moniques correspondantes (2f, 3f, ...) en utilisant une détection synchrone. Pour mettre
en évidence la non-linéarité du signal de fluorescence dans un régime saturé, l'intensité
de fluorescence démodulée a été mesurée pour différentes fréquences harmoniques comme
indiqué en Figure 6.7 (a). Les harmoniques 2f (20 kHz), 3f (30 kHz) apparaissent lorsque
la puissance d’excitation est augmentée. L’évolution de I'intensité de fluorescence mesurée
aux fréquences f, 2f, 3f en fonction de la puissance moyenne d’excitation est indiquée en
Figure 6.7 (b). Comme nous pouvons le remarquer, 'intensité de fluorescence a f est li-
néairement proportionnelle & I'intensité d’excitation (hors saturation), alors que I'intensité
a 2f est proportionnelle au carré de I'intensité d’excitation et I'intensité a 3f au cube de
lintensité d’excitation.

Ces harmoniques ont été exploitées pour observer des sphéres fluorescentes de 200 nm
fixées sur substrat dans un milieu aqueux. Les images obtenues aux fréquences démodulées
f (10 kHz ) et 2f (20 kHz) sont présentées en Figure 6.7 (c). En comparant ces deux
images, ’amélioration de la résolution spatiale en démodulant le signal de fluorescence a
la fréquence harmonique 2f est confirmée.

Dans le cadre de cette thése, nous avons cherché a tirer parti de ces harmoniques pour son-
der les renforcements de champs électromagnétiques au voisinage de nano-antennes. Une
analyse mathématique de I’exploitation de ces composantes non-linéaires va a présent étre
détaillée.

6.2.3 Exploitation des fréquences harmoniques pour le sondage
des champs optiques au voisinage de nano-antennes

Si I'on considére une excitation laser modulée a la fréquence f, avec une profondeur de
modulation «, l'intensité d’excitation s’écrit :

I.(t) = Lnoy(1 4 acos(2m f1)), (6.21)
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FIGURE 6.7 — (a) Fréquences fondamentale de modulation f (10 kHz) et harmoniques géné-
rées dans une solution de Rhodamine 6G excitée a X =532 nm pour différentes puissances
d’excitation. Les fréquences sont exceptionnellement notées w (au lieu de f) sur toutes les
figures. (b) Evolution de l'intensité de fluorescence démodulée aux fréquences w (10 kHz), 2w
(20 kHz), 3w (30 kHz) en fonction de la puissance d’excitation laser incidente. (¢) Image
de fluorescence de sphéres fluorescentes (200 nm) obtenues en démodulant le signal de
fluorescence a la fréquence w (a) et 2w (b) [125].
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ol I,,0y est 'intensité moyenne du signal modulé. En introduisant le paramétre 8 = I,,,,, /I,
avec I, I'intensité de saturation définie par I, = ki, /(0(1+kes/kL,)), I'équation précédente

se réécrit :
I.(t) = BIs(1 + acos(27m ft)). (6.22)

Le paramétre (8 est un indicateur du régime de fluorescence dans lequel se trouve le systéme
considéré. Ainsi lorsque § <1, le systéme est dans un régime linéaire d’excitation de
fluorescence, alors que lorsque 5 >1, le systéme est dans un régime saturé de fluorescence.
Comme indiqué dans le chapitre 2, le signal de fluorescence F' d’un systéme a 3 niveaux
peut s’écrire [2] :

ol

Fe=rd—2¢ 6.23
"I LI (6:23)

En introduisant I'expression de l'intensité d’excitation I, de I’équation 6.22, il vient :

oB1s(1 4+ acos(27mft))
1+ B(1+ acos(2nft))

F(t) = (6.24)
L’intensité d’excitation étant modulée temporellement, le signal de fluorescence F(t) est
a présent une fonction périodique (de période f) évoluant dans le temps. Comme toute
fonction périodique, F'(t) peut étre décomposée en série de Fourier de la maniére suivante :

F(t) = Fy + Fycos(2m ft) + Fyy cos(4m ft) 4+ Fsp cos(6m ft) + ... (6.25)

ou Fj; est le poids de ’harmonique ¢ de fréquence if. Les poids F; de 'équation 6.25 ont
été calculés en utilisant le logiciel Mathematica (Wolfram Research). Pour la fréquence
fondamentale f et la seconde harmonique 2f, ces calculs ont conduit & :

F; = N@ma%%?. (6.26)
_ Nkepy o®p?
Br = "0 (6.27)

Les poids Fy et Fyy dépendent tous deux du taux d’émission radiatif collecté k.,,. Pour
s’en affranchir, nous pouvons introduire le paramétre pp défini par :

By _a B

F 3T (6.28)

PF =
Le paramétre pp est une observable qui ne dépend ni du taux d’émission radiatif collecté
ni du nombre moyen de molécules N dans le volume d’observation, mais seulement de
Pintensité locale d’excitation a travers le paramétre .
Pour une solution de référence en espace libre, Uintensité d’excitation I, (t) s’écrit d’aprés
I’équation 6.22 :

Io—so1(t) = Bsorls—sor(1 + acos(2m ft)). (6.29)
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En se plagant au voisinage d’une antenne optique, l'intensité d’excitation I._,, peut étre
fortement exaltée. L’intensité d’excitation I._,.,, en présence d’une nano-antenne peut
donc étre exprimée comine :

Ie—nano(t) - 77](3]e—sol (t) (630)

ou 7, est I'exaltation sur le taux d’excitation. D’autre part, en utilisant 1’équation 6.29,
Pintensité I._,,qno S'écrit :

Lo nano(t) = Branols—nano(1 + accos(27 ft)). (6.31)
Le paramétre (,4.,, peut alors étre identifié en utilisant les équations 6.30 et 6.31 :

[s—sol

ﬁnano = n[eﬁsol - n[eﬂsolnlsat- (632)

18771(1710

ou nr,,, est le gain sur l'intensité de saturation. Le rapport pp en solution libre et au
voisinage d’une nano-antenne optique peut alors étre déterminé :

Q Bsol
sl = ———. 6.33
pr l 21 + Bsol ( )
pFinano « Bnano o g BSO[ (7716 /nIsat) (634)

5 ]. + /BTLCLTLO B 2 1 + 580[(7715/77]30.1,) .

Lorsque 3 <1, les équations précédentes se réécrivent :

Bsol- (6.35)
Booi . (6.36)

PF—sol

PF—nano —

En introduisant le parameétre 1, = pr_nano/Pr—sol, il vient :

e = 2= powr f§ < 1, (6.37)
T]Isat
D’ou :
Nie = NppNl,e, ~ Pour § < 1. (6.38)

Les grandeurs 7, et 7y, é¢tant accessibles par des mesures expérimentales, le renforcement

u taux xcitation ny. au voisin une nano-antenn iqu u nc étre évalué
du taux d’excitation n;, au voisinage d’une nano-antenne optique peut donc étre évalué
par spectroscopie sous saturation de fluorescence.
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FIGURE 6.8 — Schéma du dispositif expérimental utilisé pour les mesures de spectroscopie
sous saturation de fluorescence.

filtre

6.2.4 Dispositif expérimental utilisé pour les mesures de spectro-
scopie sous saturation de fluorescence

Le montage de microscopie utilisé pour les mesures de spectroscopie sous saturation
de fluorescence est similaire a celui présenté dans le chapitre 2. Pour moduler le faisceau
excitateur, un modulateur acousto optique (MT200-A0.2-VIS, AA Sa ORSAY France) est
placé en sortie du faisceau laser He-Ne. La fréquence de modulation a été fixée & f =5 kHz
pour toutes les expériences que nous allons présenter. Le faisceau modulé incident est
ensuite focalisé au niveau de I’échantillon par l'objectif & immersion & eau d’ouverture
numérique 1.2. Le signal de fluorescence est alors collecté puis filtré spatialement et spec-
tralement avant d’étre détecté par un photomultiplicateur (H10721-20, Hamamatsu). La
démodulation du signal de fluorescence a la fréquence fondamentale et aux harmoniques
correspondantes est effectuée par une détection synchrone (7280-DSP Lock-In Amplifier,
Signal Recovery, Royaume-Uni) reliée au photomultiplicateur via une résistance de charge
de 50 k).

6.2.5 Sondage du renforcement d’intensité d’excitation dans des
ouvertures simples et corruguées

Pour montrer que la spectroscopie sous saturation de fluorescence peut étre utilisée
pour mesurer les exaltations de champs optiques, nous avons choisi d’étudier des antennes
précédemment caractérisées par FCS : des nano-ouvertures d’or simples (diamétre 130 nm)
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FIGURE 6.9 — Evolution de lintensité de fluorescence démodulée auz fréquences f (5 kHz)
et 2f (10 kHz) en fonction de la puissance d’excitation laser dans le cas d’une solution
libre (a) et dans des nano-ouvertures simples (b) et corruguées (c).

et corruguées (diamétre 130 nm, périodicité 440 nm, profondeur 65 nm, largeur 200 nm,
paramétre a =440 nm). Les sondes fluorescentes utilisées pour toutes les mesures qui vont
étre présentées sont les molécules d’Alexa 647.

Comme indiqué en sous-section 6.2.3, I’évaluation du renforcement d’intensité d’excitation
N1, nécessite de déterminer les parameétres 7, et 7y,,,. Pour ce faire, nous avons commencé
par mesurer I’évolution du signal de fluorescence a la fréquence fondamentale f et a la
fréquence harmonique 2f dans le cas de la référence en solution et dans les nano-antennes
étudiées. Les résultats de ces mesures sont présentés en Figure 6.9. Comme nous pouvons le
remarquer, la fréquence harmonique 2f apparait a plus faible puissance d’excitation dans
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FIGURE 6.10 — Evolution du paramétre pp = Fy¢/Fy en fonction de la puissance d’excita-
tion dans le cas d’une solution libre et dans des ouvertures simples et corruguces.

les ouvertures simples (Figure 6.9 (b)) et corruguées (Figure 6.9 (¢)) comparé a la solution
de référence (Figure 6.9 (a)). Cet effet est directement lié au renforcement de I'intensité
d’excitation dans les nano-ouvertures.

Pour quantifier ces gains, les rapports pr_so pour la solution et pr_,u,, dans les ouver-
tures ont été calculés (Figure 6.10). Ces résultats ont ensuite été ajustés numériquement
en utilisant ’équation 6.33 pour les mesures en solution et 1’équation 6.34 pour les me-
sures avec les nano-antennes. Ces ajustement permettent d’obtenir les expressions pp_g,; et
PF—nano lorsque 5 < 1 (équations 6.35 et 6.36), et donc le parameétre 1,, = pr_nano/ PF—sol-
Les intensités de saturation de fluorescence peuvent quant a elles étre déterminées par un
ajustement numérique d’aprés I’équation 6.23 de ’évolution du signal de fluorescence a la
fréquence f en fonction de la puissance d’excitation en solution et dans les nano-ouvertures
simples et corruguées (Figure 6.9). La détermination des intensités de saturation permet de
calculer le gain sur U'intensité de saturation 7y, = Is_so/Is—nano dans les nano-ouvertures
simples et corruguées. Nous pouvons alors accéder a I'exaltation de I'intensité d’excitation
17, au voisinage des antennes. Les résultats sont résumés en Table 6.1. Les gains sur 'in-
tensité d’excitation obtenus sont en bon accord avec ceux mesurés dans les chapitre 4 et
5. En effet, les gains 7;, déterminés par FCS dans des ouvertures simples et corruguées
sont respectivement de 3.7 et 7.7 et les gains n;, mesurés par spectroscopie sous saturation
de fluorescence sont de 4.8 pour 'ouverture simple et 7.5 pour 'ouverture corruguée. Ces
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IS (IU“W) nlsat pF on /’7[6 17[5 (FCS)
Open solution 287 8.8x107°

130 nm gold aperture 227 1.69 | 3.4x107* | 1.9 | 4.8 3.7
Bull’s eyes 5 corrugations 251 1.14 | 5.8x107* | 3.5 | 7.5 7.7

TABLE 6.1 — Paramétres expérimentaur obtenus lors de [’étude des ouvertures simples et
corruguées par spectroscopie sous saturation de fluorescence et comparaison avec les valeurs
mesurées par FCS.

résultats prouvent que la spectroscopie sous saturation de fluorescence peut étre utilisée
pour sonder les champs optiques au voisinage de nano-antennes.

6.2.6 Conclusion sur 'utilisation de la spectroscopie sous satura-
tion de fluorescence pour le sondage des champs optiques

La spectroscopie sous saturation de fluorescence est une technique qui exploite les pro-
priétés intrinséques de non-linéarité du processus de fluorescence. L’avantage de la spec-
troscopie sous saturation de fluorescence par rapport a l'utilisation de boites quantiques
présentées dans la section 6.1 est que cette méthode est mise en oeuvre avec des molécules
fluorescentes standards. En modulant le faisceau excitateur & une fréquence fondamentale
f dans un régime de saturation de fluorescence, des harmoniques aux fréquences élevées
apparaissent dans le signal de fluorescence. En exploitant ces harmoniques, il est possible
d’accéder au gain sur l'intensité d’excitation au voisinage de nano-antennes optiques sans
effectuer de corrélation de fluorescence.
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CHAPITRE [

Utilisation des nano-antennes optiques en biophotonique

La détection de molécules individuelles dans des solutions fortement concentrées reste
un défi dans le domaine de ’analyse biomoléculaire. En effet, d’'une part la détection de
molécules dans des gammes de concentration supérieures au nanomolaire doit étre effectuée
dans des volumes sub-longueur d’onde, et d’autre part le faible signal de fluorescence émis
par une molécule individuelle doit étre amplifié pour bénéficier d’un rapport signal a bruit
satisfaisant. Pour ces raisons, nous allons voir que les nano-antennes optiques étudiées et
caractérisées au cours de cette thése peuvent étre utilisées pour améliorer trés efficacement
les techniques de détection de molécules individuelles en solution, rendant ainsi possible
le suivi de réactions de clivage enzymatique qui requiérent des temps d’intégration courts.
Ces antennes optiques ont de plus permis la réalisation d’un dispositif FCS miniaturisé.
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7.1 Spectroscopie de corrélation de fluorescence exaltée
par des nano-antennes optiques

7.1.1 Analyse de dynamique moléculaire dans des solutions forte-
ment concentrées avec des nano-ouvertures

L’analyse biochimique a I’échelle d’une molécule unique permet de révéler des infor-
mations qui ne sont pas accessibles par des mesures d’ensemble. Cette analyse s’effectue
en général sur des montages de microscopie confocale avec des volumes de détection de
Pordre de 0.2 femtolitre, ce qui permet de conduire des expériences sur quelques mo-
lécules fluorescentes dans des gammes de concentrations allant du picomolaire jusqu’au
nanomolaire. Toutefois, la plupart des réactions enzymatiques en biologie s’opérent a des
concentrations en ligand beaucoup plus élevées et qui sont de l'ordre d’une centaine de
micromolaire comme l'ont montré Samiee et al [3]. Dans leur étude, effectuée sur 30 000
enzymes, le nombre de réactions chimiques a été mesuré en fonction de la concentration

K Values for 30,000 Enzymes

10 4

Number (X 10°)

100f 1p 10p100p 1n 10n100n 1p 10p100p 1m 10m100m 1 10
K

M

FIGURE 7.1 — Histogramme, effectué pour 30 000 enzymes, du nombre de réactions chi-
miques ayant liew en fonction de la concentration effective. Les concentrations inférieures
au nanomolaire peuvent étre étudiées par FCS de maniére classique alors que 'analyse de
solutions plus concentrées (qui sont typiquement les concentrations que l'on retrouve dans
les milieux biologiques) doit étre conduite dans des volumes sub-longueur d’onde, comme
c’est le cas dans des nano-ouvertures [3].
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effective comme indiqué sur la Figure 7.1. Il apparait clairement que la trés grande majo-
rité de réactions s’effectue pour des concentrations supérieures au nanomolaire. Explorer
ces gammes de concentrations, qui sont typiquement les concentrations que ’on retrouve
dans les cellules biologiques, nécessite de réduire le volume d’observation d’au moins trois
ordres de grandeur sous la limite de diffraction optique.

Pour réduire trés efficacement le volume de détection afin d’effectuer des mesures FCS a
fortes concentrations, 'idée trés élégante proposée en 2003 par Levene et al [90] fut d’utili-
ser des nano-ouvertures en aluminium (épaisseur du film métallique : 89 nm) de diamétres
compris entre 30 et 80 nm, comme illustré en Figure 7.2 (a). La distribution d’intensité dans
une ouverture de 50 nm de diamétre et de 100 nm d’épaisseur obtenue par des simulations
FETD (Finite-Element Time-Domain) en trois dimensions est disponible en Figure 7.2
(b). Ces calculs suggérent que le champ incident ne se propage pas et reste confiné dans la
partie inférieure de 'ouverture. Le confinement du champ électromagnétique et le filtrage
spatial imposé par les dimensions de I'ouverture permettent de significativement réduire le
volume d’analyse confocal et donc de conduire des expériences FCS a fortes concentrations
(Figure 7.2 (c)). En particulier, des concentrations de 250 uM peuvent étre étudiées avec
une ouverture de 30 nm. Ces prédictions théoriques ont été expérimentalement vérifiées en
conduisant des mesures FCS sur des molécules de R110-dCTP pour différentes concentra-
tions micromolaires (Figure 7.2 (d)), et en suivant la dynamique temporelle des activités
de 'ADN polymérase [90]. Ces résultats ont constitué une avancée importante dans le do-
maine de 'analyse biomoléculaire dans des conditions physiologiques. Les nano-ouvertures
ont également été utilisées plus récemment pour le séquencage de ’ADN [127]. Ce genre de
dispositif de séquencage est actuellement commercialisé par la société Pacific Biosciences.

7.1.2 Amélioration du rapport signal sur bruit et réduction de la
durée des expériences FCS a ’aide de nano-antennes

Comme nous 'avons indiqué dans le chapitre 2, le bruit et la précision statistique
sont d’importants parameétres en FCS. Dans les conditions expérimentales d’'une M DE a
profil transversal Gaussien, d'une diffusion Brownienne 3D, d’un bruit négligeable, et d’un
intervalle de comptage petit, le rapport signal sur bruit en FCS est donné pour rappel

par [47] :
CRM vV j—;fot AT

SNRar0 = = e

(7.1)

Amélioration du rapport SNR avec des nano-ouvertures métalliques

Pour évaluer 'amélioration du rapport signal sur bruit SNR en FCS lors de l'utilisa-
tion de nano-ouvertures métalliques de 120 nm (épaisseur du film d’or 200 nm, couche
d’adhésion de 15 nm de chrome) présentées dans le chapitre 3, nous avons commencé par
conduire 200 acquisitions FCS successives de durée T;,; =1 s sur des molécules d’Alexa 647
excitées a 633 nm avec une puissance laser incidente de 40 pW [47]. Les corrélogrammes
types obtenus lors des mesures en solution libre et dans les nano-ouvertures pour des temps
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FIGURE 7.2 — (a) Schéma du dispositif expérimental utilisé pour les mesures FCS en pré-
sence de nano-ouvertures. (b) Simulation 3D FETD (Finite-Element Time-Domain) de la
distribution d’intensité pour une ouverture de 50 nm dans un film d’aluminium d’épaisseur
100 nm. (c) Volume effectif et concentration mesurable correspondante (pour lesquelles une
molécule est présente en moyenne dans le volume de détection) en fonction du diamétre
de Uowverture. (d) Fonctions de corrélation obtenues par des mesures FCS pour différentes
concentrations micromolaires en molécules R110-dCTP [90].

d’intégration de T},; =1 s ainsi que la moyenne de ces corrélogrammes correspondant a un
temps d’intégration T;,; =200 s sont présentés en Figure 7.3. Afin de permettre une com-
paraison directe des rapports SNR dans les deux cas, le nombre moyen de molécules dans
chaque volume d’observation a été maintenu quasi-constant par des dilutions appropriées.
Cela permet d’éviter des artéfacts de mesures dus a la dépendance du rapport signal sur
bruit en fonction du nombre de molécules N. Les nombre moyens de molécules dans les
volumes sondés sont respectivement de N =1.18 et N =1.15 dans le cas de la solution libre
et dans les nano-ouvertures. L’analyse des données FCS selon I'équation 2.32 a conduit a
la détermination de taux de comptage par molécule CRM de 18.1 kHz pour la solution
libre et de 181 kHz dans 'ouverture d’or de 120 nm, soit une exaltation de fluorescence de
nr,, =181/18.1=10. Cette exaltation de fluoresence a une influence directe sur le rapport
signal sur bruit comme nous pouvons le constater en Figure 7.3, ou des corrélogrammes
avec un meilleur rapport SNR sont obtenus avec les ouvertures d’or de 120 nm comparé
a la solution de référence. Une évaluation plus quantitative de 'amélioration du rapport
SNR va a présent étre effectuée.

La distribution statistique du premier canal de la fonction d’autocorrélation g*(0) est in-
diquée en Figure 7.4 (a), ou sont présentés les histogrammes des valeurs de g?(0) obtenues
au cours des 200 acquisitions de T},; =1 s dans le cas des expériences avec nano-ouvertures
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FIGURE 7.3 — (a) Trace du signal total de fluorescence mesuré dans le cas de la solution
de référence et dans une ouverture d’or de 120 nm pour une puissance d’excitation de
40 uW. (b) Fonctions de corrélation correspondant auz traces de (a). Les lignes épaisses
correspondent aux fonctions de corrélation pour un temps d’intégration de Ty, =200 s
et les lignes fines correspondent o différentes fonctions de corrélation obtenues pour un
temps d’intégration de Ty,; =1 s. Les barres horizontales indiquent la déviation standard
pour chaque point de la fonction de corrélation calculée d’apres les 200 corrélogrammes
indépendant de T,y =1 s. L’analyse des données FCS selon 'équation 2.32 a conduit pour
les expériences en solution a : N =1.18, Tp =97.5 us, s =0.2, np =0.74, 70 =2.2 us, et
CRM =18.1 kHz. Pour les expériences dans les nano-ouvertures, les parametres d’analyse
obtenus sont : N =1.15, Tp =66 us, s =0.2, np =0.73, 70 =0.8 s, et CRM =181 kHz [}7].

et en solution libre. L’analyse de ces données permet de déterminer la moyenne et la dé-
viation standard de ¢?(0), conduisant & des rapports SNR de 8.7 pour les expériences en
solution libre et de 65.4 pour les expériences dans une nano-ouverture (le rapport SNR
étant expérimentalement déduit par SNR= g2(0)/042(0), ott §*(0) est la valeur moyenne de
9(0) et 0,2(p) est la déviation standard obtenues d’aprés les résultats de la Figure 7.4 (a)).
L’utilisation d'une ouverture métallique de 120 nm apporte donc un gain sur le rapport
signal sur bruit d’un facteur 7.5, ce qui permet des analyses FCS plus précises. Ces don-
nées expérimentales sont & comparer avec les valeurs théoriques du rapport SNR évaluées
d’aprés la formule généralisée de Koppel-Qian-Wenger (équation 7.1) et qui sont de 6.7
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FIGURE 7.4 — (a) Histogrammes expérimentauz (barres) de la distribution statistique de
g*(0) correspondant auzx données FCS de la Figure 7.3 (Ti; =1 s) el analyse numérique
basée sur une distribution de type Gaussienne. (b) Déviation standard oy en FCS. Les
points représentent les mesures expérimentales (les cercles bleus indiquent les expériences
en solution libre et les croix rouges les expériences dans les ouvertures d’or de 120 nm),
les lignes continues indiquent les prédictions théoriques selon l’équation 7.1 [47].

dans le cas de la solution de référence et 66.2 pour les nano-ouvertures, ce qui est en bon
accord avec les données expérimentales.

Le bruit dans les courbes d’autocorrélation de fluorescence aux temps plus longs peut étre
évalué en déterminant la déviation standard oy2(;) pour chaque point de ¢*(7) d’apres les
200 acquisitions de T;,; =1 s. Les résultats sont représentés par des points en Figure 7.4 (b).
La déviation standard a également été analytiquement approximée en utilisant les résultats
présentés en référence [47], ce qui a conduit & des données en bon accord avec les résultats
expérimentaux comme indiqué en Figure 7.4 (b) (lignes continues). Plus le délai tempo-
rel 7 augmente, plus le taux de comptage moyen par canal du corrélateur (n) augmente.
Par conséquent, plus le taux de comptage est important, plus le bruit de grenaille relatif
est faible, ce qui explique pourquoi la déviation standard og(;) diminue lorsque le délai 7
augmente.

Enfin, précisons que puisque le rapport SNR en FCS varie en fonction du produit C RM /T,
I'exaltation d’un facteur ng,, =10 du taux de comptage par molécule C RM dans I'ouver-
ture métallique autorise la réduction d’un facteur 100 de la durée des mesures FCS avec le
méme rapport SNR, permettant ainsi de conduire des expériences FCS rapides.

Amélioration du rapport SNR avec des microsphéres diélectriques

Une étude sur I'amélioration du rapport SNR en FCS a également été effectuée pour
des expériences oll une sphére de mélamine de 2 um est placée au point de focalisation
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du faisceau laser incident & une puissance de 40 W [71]. L’exaltation de fluorescence au
voisinage d’une sphére de mélamine de 2 um est de np,, =7.5, comme il a été vu dans
le chapitre 3. De la méme maniére que pour les mesures sur nano-ouvertures, 200 acquisi-
tions FCS successives de durée T;,; =1 s sur des molécules d’Alexa 647 ont été conduites.
Les corrélogrammes moyens normalisés obtenus correspondant a un temps d’intégration
Tiot =200 s sont présentés en Figure 7.5 (a) dans le cas de solution de référence et lors
de l'utilisation d’une microsphére de mélamine. La déviation standard o,2(;) pour chaque
point des fonctions d’autocorrélation calculée d’aprés les 200 corrélogrammes indépendants
est également indiquée en Figure 7.5 (a) afin de permmetre une comparaison directe du
rapport signal sur bruit dans chacun des cas considérés.

Pour évaluer le rapport SNR de maniére plus précise, la distribution statistique de g*(0) (le
premier canal de la fonction d’autocorrélation) a été étudiée. Les résultats sont présentés
en Figure 7.5 (b) sous forme d’histogrammes des valeurs de g*(0) obtenus lors des 200
acquisitions dans le cas de la référence en solution libre et avec une sphére de mélamine de
2 pm. En utilisant ces données, la moyenne et la déviation standard de g*(0) a été expéri-
mentalement déterminée, conduisant & un rapport SNR de 1.4 pour la solution libre et de
6.3 avec la sphére de mélamine. A titre de comparaison, les prédictions théoriques selon la
formule généralisée de Koppel-Qian-Wenger (équation 7.1) ont conduit a la détermination
d’un rapport SNR de 1.3 pour la solution de référence et 7.1 pour les expériences avec
la microsphére de mélamine, ce qui est en bon accord avec les résultats expérimentaux.
L’exaltation de fluorescence des molécules diffusant au voisinage d’une sphére de mélamine
de 2 pum permet de réduire la durée des expériences FCS environ 50 fois.

Applications du SNR exalté au suivie de réactions enzymatiques

Nous avons vu précédemment que le rapport signal sur bruit SNR en FCS pouvait étre
fortement amélioré par I'exaltation du taux de comptage par molécule C RM au voisinage
d’une antenne optique. Bien évidemment, pour améliorer encore plus efficacement le rap-
port SNR en FCS, la durée totale d’acquisition T}, des expériences pourrait étre étendue.
Cependant, cette stratégie peut s’avérer inappropriée dans certaines applications, pour les-
quelles la vitesse et la résolution temporelle sont des paramétres importants ou lorsque le
taux de fluorescence par émetteur est faible. Pour mettre en avant I'importance du rapport
SNR en FCS lors d’études biomoléculaires, nous nous sommes intéressés au suivi d’une
réaction de clivage enzymatique dans une ouverture d’or de 120 nm [47].

Les bactéries possédent des enzymes qui coupent les acides nucléiques étrangers a des sé-
quences de reconnaissance spécifiques. La découverte et I’exploitation de ces endonucléases
de restriction ont autorisé un clivage ciblé de 'ADN, permettant ainsi une ingénierie géné-
tique moderne [128]. Les endonucléases de restriction les plus utilisées dans les laboratoires
de génie génétique sont les enzymes de type II. Leurs sites de restriction de 4 & 8 paires
de bases sont des séquences palindromiques (se lisent de droite & gauche et inversement,
comme le mot radar et la phrase "esope reste ici et se repose"). Les enzymes de type II
coupent un double brin d’ADN au niveau de leurs sites de restriction. L’endonucléase or-
thodoxe de restriction de type II EcoRI, produite par la souche bactérienne Escherichia
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FIGURE 7.5 — (a) Fonctions de corrélation obtenues dans le cas de la solution de référence
et en présence d’une sphére de mélamine de 2 um placée au point de focalisation de ’ob-
jectif de microscope. Les lignes épaisses correspondent aux fonctions de corrélation pour un
temps d’intégration de Ty =200 s et les lignes fines correspondent a différentes fonctions
de corrélation obtenues pour un temps d’intégration de T,,; =1 s. Les barres horizontales
indiquent la déviation standard pour chaque point de la fonction de corrélation calculée
d’apres les 200 corrélogrammes indépendant de Ty, =1 s. (b) Histogrammes expérimen-
tauz (barres) de la distribution statistique de g*(0) correspondant auz données FCS de (a)
pour (Tie =1 s) et analyse numérique basée sur une distribution de type Gaussienne. (c)
Déviation standard o,y en FCS. Les points représentent les mesures expérimentales (les
cercles bleus indiquent les expériences en solution libre el les croixz rouges les expériences
avec la microspheére de mélamine), les lignes continues indiquent les prédictions théoriques
selon ’équation 7.1 [71].

coli (bactérie commensale du systéme digestif de 'homme), coupe la séquence GAATTC
entre les deux brins G et A [129] (Figure 7.6 (a)). Pour cela, EcoRI se lie dans un premier
temps au brin d’ADN de maniére non-spécifique, puis diffuse en une dimension selon la
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FIGURE 7.6 — (a) Séquence du substrat d’ADN marqué avec le fluorophore Quasar 670
(Q670). La séquence de reconnaissance de l'endonucléase de restriction EcoRI n’est pas
présentée. Temps de diffusion Tp normalisés mesurés par FCS durant le suivi de la réaction
de clivage enzymatique en solution libre (a) et dans une ouverture d’or de 120 nm (b). Les
points correspondent a un temps dintégration Ty =1 s, les lignes a un temps d’intégration

Eot =7s [47]

double hélice avant d’atteindre la séquence de reconnaissance. Le lien entre et liaison et
activité catalytique est encore peu compris, mais des études thermodynamiques combinées
a des mesures cinétiques pourraient permettre de comprendre ce lien.

Pour effectuer ces mesures cinétiques par FCS, nous avons réalisé un oligonucléotide synthé-
tique sur substrat clivable par E'coRI (et son complément) comme indiqué en Figure 7.6 (a).
Cette séquence oligonucléotide correspond & une portion du géne humain fucAl. Lorsque
le géne fucAl est muté de C & T au nucléotide 1264, le site de coupure de 'enzyme FcoRI
est éliminé, et le codon glutamine (CAA) en position 422 est modifié en codon stop (TAA).
La protéine tronquée résultante cause de sévéres formes de fucosidose, une maladie neuro-
dégénérative rare conduisant & une mortalité précoce [130].
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L’activité de EcoRI a été enregistrée dans une solution tampon contenant 50 mM de Tris-
HCI (pH 8.0), 10 mM de MgCl, et 100 mM de NaCl Les expériences FCS en solution
ont été conduites sur une goutte contenant 100 pl. d’ADN sur substrat a une concen-
tration de 85 nM avec 3 uL. d’EcoRI d’activité 10 u/uL. Pour les expériences dans les
nano-ouvertures, le rapport des concentrations finales entre ADN et EcoRI a été maintenu
constant par rapport a la référence en solution, ce qui permet de garder une cinétique de
clivage identique dans les deux cas. La goutte déposée au dessus des nano-ouvertures est
composée de 50 pul. ’ADN a 1.7 uM et 20 ul. d’EcoRI d’activité 10 u/ul. Les endonu-
cléases de restriction et ’ADN en solution ont été dilués dans le tampon et immédiatement
mélangés avant analyse.

Durant la réaction de clivage, EcoRI coupe la liaison chimique entre le fluorophore et
la double hélice d’ADN, conduisant & une diminution de la masse moléculaire effective
du fluorophore et donc & une variation du temps de diffusion 7p sondé par FCS (Fi-
gure 7.6 (b)-(c)). Avant clivage, la molécule DNA-Q670 a une masse de 14.6 kDa, tandis
qu’aprés clivage, le brin marqué Q670 pése 4.7 kDa. La réduction du temps de diffusion
variant en fonction de la racine cubique du rapport des masses moléculaires, une réduction
de (4.7/14.7)/3 =~ 70% est attendue, ce qui est proche des valeurs des temps de diffusion
mesurés aprés 150 s de réaction (Figure 7.6 (b)-(c)). Les résultats expérimentaux présentés
dans le cas de la solution de référence en Figure 7.6 (b) et en utilisant des nano-ouvertures
en Figure 7.6 (¢) présentent la méme allure, mais le rapport SNR lors des mesures avec les
nano-ouvertures est 2.7 fois supérieur pour un temps d’intégration T;,; =1 s par rapport
a la référence en solution. Pour obtenir le méme rapport SNR en solution, il faudrait aug-
menter le temps d’intégration d’environ un facteur 2.72 ~7, ce qui entrainerait une perte
de la résolution temporelle, d’ou I'intérét d’utiliser des nano-ouvertures pour sonder des
réactions biochimiques spécifiques qui requiérent des taux d’échantillonnage rapides.

7.1.3 Exaltation de la spectroscopie par corrélation croisée de fluo-
rescence a deux couleurs

La spectroscopie par corrélation croisée de fluorescence a deux couleurs (FCCS) est
une extension de la technique FCS standard qui permet d’accéder a des paramétres d’as-
sociation moléculaire comme les concentrations locales, la diffusion, les vitesses d’associa-
tion /dissociation et les activités enzymatiques. Lors d’une expérience de FCCS,; les espéces
moléculaires d’intérét sont marquées avec différents fluorophores spectralement séparables
et simultanément excitées par une ligne multi-laser ou un laser impulsionnel. Aprés ex-
citation, le signal de fluorescence de chacune des espéces fluorescentes est détecté et la
fonction de corrélation croisée est calculée afin d’obtenir des informations sur les efficacités
d’association et de colocalisation. Si des expériences FCCS peuvent étre effectuées a faible
concentration moléculaire pour des partenaires réactionnels de forte affinité, 'analyse de
réaction d’espéces de faible affinité nécessite de fortes concentrations moléculaires (typi-
quement dans la gamme du millimolaire) et doit étre effectuée dans des volumes réduits.
En tirant partie des résultats obtenus en FCS avec les microsphéres diélectriques, nous
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FIGURE 7.7 — (a) Fonctions de corrélation croisée g(T)ass 633 obtenues lors des mesures en
solution et en présence d’une sphere de latex de 2 um placée au point de focalisation de [’ob-
jectif de microscope. L’analyse numérique selon [’équation 2.34 ont conduit pour les mesures
en solution a N =50.4, Tp ==445 us, s =0.2, np =0.02, 70 =6.0 us, et CRM =1.7 kHz et
a N =8.6, Tp ==127 us, s =0.2, np =0.04, 70 =6.0 ps, et CRM =5.1 kHz pour les me-
sures avec microsphére. Exaltation de fluorescence (b) et réduction du volume d’observation
(¢) mesurées pour autocorrélation et la corrélation croisée des brins d’ADN doublement
marqués [71].

avons proposé l'utilisation d’une sphére en latex de 2 pym pour réduire le volume d’analyse
FCCS [71].

Pour ces études, une solution de 50 puL de brins d’ADN individuels doublement mar-
qués (In vitro FCCS Standard 488-633, IBA, GmbH, Gottingen Allemagne, pic d’absorp-
tion/émission respectivement centrés a 488 et 633 nm) a été déposée sur les échantillons
de microsphéres de latex. La ligne d’excitation a deux couleurs a été obtenue en com-
binant le laser He-Ne a 633 nm et le laser a semi-conducteur a 488 nm. Le signal de
fluorescence de chaque espéce fluorescente est détectée par deux photodiodes a avalanche
avec respectivement des filtres vert (570420 nm) ou rouge (6704+20 nm). Les fonctions
d’autocorrélation 92(7)488 et 92(7)633 pour chacune des espéces sont ensuite calculées pour
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s’assurer de l'alignement du dispositif expérimental. Aprés cette vérification, les mesures
FCCS ont été conduites en solution libre et en présence d’une sphére de 2 um placée au
point de focalisation de 'objectif de microscope d’ouverture numérique ON—1.2 pour des
puissances d’excitation Pygg =60 uW et Pgzz =40 pW. La fonction de corrélation croisée
g*(7)ass 633 Obtenue est alors ajustée numériquement selon 1’équation 2.34 du chapitre 2,
donnant ainsi accés au nombre moyen de brins d’ADN doublement marqués, au temps de
diffusion des brins et au taux de comptage C RM (qui est ici la somme des photons verts
et rouges émis par brin d’ADN marqué par seconde). Les fonctions de corrélation croisée
et leurs ajustements numériques dans le cas de la solution libre et en présence de la micro-
sphére sont présentées en Figure 7.7 (a). En exploitant ces données, une exaltation d’une
facteur 3 sur le nombre de photons collectés et une réduction du volume d’observation d’'un
facteur 6 ont été déterminées. Les résultats sont résumés en Figure 7.7 (b)-(c) pour les me-
sures d’autocorrélation et de corrélation croisée sur les brins d’ADN doublement marqués.
Soulignons le fait que les fonctions d’autocorrélation et de corrélation croisée présentent la
méme allure, ce qui suggeére que les aberrations chromatiques ont des effets mineurs dans
le cas des microsphéres de latex.

Les microsphéres diélectriques peuvent donc étre utilisées en FCCS pour réduire le volume
de détection sous la limite de diffraction, permettant ainsi de conduire des expériences dans
des gammes de concentration plus élevées et d’augmenter le nombre de photons collectés
par émetteur. De la méme maniére qu’en FCS, 'exaltation du taux de comptage CRM
permet également d’améliorer le rapport SNR en FCCS. Des réactions de clivage enzyma-
tique qui requieérent des temps d’intégration courts pourraient étre simplement suivies en
utilisant des microsphéres.

7.2 Vers une miniaturisation des systémes d’analyse de
spectroscopie de corrélation de fluorescence

7.2.1 Deétection de molécules individuelles a4 I’aide de lentilles com-
binées & des microsphéres

Comme nous I'avons indiqué dans le chapitre 2, les techniques de spectroscopie de cor-
rélation de fluorescence sont généralement implémentées sur des montages de microscopie
confocale un objectif de forte ouverture numérique qui est assez couteux. Proposer une
alternative simple et bon marché a ces objectifs de forte ouverture numérique permettrait
la réalisation de systéme du type lab-on-a-chip pour 'analyse biomoléculaire. Pour cette
raison, nous avons étudié la combinaison d’une microsphére en latex avec une lentille de
faible ouverture numérique pour former un systéme optique de haute performance [131].
Des mesures FCS dans des milieux peu concentrés ont été realisées avec des lentilles de
faible ouverture numérique associées & une microsphére. Un corrélogramme type, enregistré
avec un doublet Thorlabs AC080-016-A1 (diamétre 8mm, focale 16mm, ouverture numé-
rique 0.25) combiné a une sphére de 3 pm est présenté en Figure 7.9 (a). Les paramétres
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FIGURE 7.8 — Schéma du dispositif expérimental avec une lentille de faible ouverture nu-
mérique combinée & une microsphére de latex [131].

expérimentaux et I’analyse des données FCS selon ’équation 2.32 sont indiqués et com-
parés a 'objectif Zeiss d’ouverture numérique 1.2 en Figure 7.9 (b). Précisons que sans la
microsphére, aucune mesure FCS ne peut étre effectuée avec I'objectif AC080-016-A1 car le
signal de fluorescence ne présente pas de corrélations temporelles. Des mesures FCS effec-
tuées avec d’autres lentilles de faible ouverture numérique associées a des microsphéres ont
montré 'importance de la qualité optique des lentilles et de la correction des aberrations
de sphéricité.

Pour compléter les observations expérimentales, des simulations numériques FDTD avec
un code commercial (Fullwave) ont permi de décrire I'intéraction entre un faisceau laser
Gaussien focalisé et une microsphére. La bille est modélisée par un cylindre diélectrique
(indice de réfraction n =1.6, diamétre 2 pm), sur un substrat de verre (n =1.5) dans un
milieu aqueux (n =1.33). Le faisceau Gaussien, dont la longueur d’onde dans le vide est
de 633 nm, est focalisé par une lentille idéale d’ouverture numérique ON=0.3 qui confére
une taille de faisceau limitée par la diffraction & 1.0 pym (Figure 7.10 (a)). Quand une
microspheére est placée dans le plan focal de cette lentille, le faisceau incident est davantage
focalisé. Ce phénomeéne est trés proche des nanojets photoniques : le faisceau généré en
aval de la microsphére posséde une dimension transverse sub-longueur d’onde et une faible
divergence. Les dimensions transverses et axiales en présence de la microsphére sont res-
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FIGURE 7.9 — (a) Fonction de corrélation enregistrée avec le doublet Thorlabs AC080-016-
A1 combiné o une sphére de latex de 3 pm et résultats des ajustements numériques des

données FCS (b) [131].

pectivement estimées & 390 nm et 1.65 ym. Nous avons donc montré qu’une microsphére
en latex peut étre combinée a un objectif de faible ouverture numérique pour former un
systéme optique de haute performance. Ceci offre une alternative simple et bon marché
comparé aux objectif cotiteux utilisés en FCS.

7.2.2 Sonde & fibre optique OFM pour ’analyse moléculaire

Afin de proposer une sonde a fibre optique permettant la détection de molécules indi-
viduelles en solution [132], nous avons collaboré avec le groupe de Neso Sojic de 1'Institut
des Sciences Moléculaires de Bordeaux. Cette sonde optique est composée d'une fibre op-
tique GeSiO9-FSiOy monomode combinée en sortie avec une microsphére de latex. En
jouant le role de microlentille placée en sortie de fibre optique, la microsphére permet
d’améliorer efficacement 'ouverture numérique effective du dispositif. La gravure de micro-
ouvertures en sortie d’un faisceau de fibres optiques s’effectue par attaque chimique. Ces
micro-ouvertures, qui correspondent aux coeurs optiques gravés, sont ensuite recouvertes
des microsphéres diélectriques de 2 pym. Cette procédure permet un alignement et une fixa-
tion correcte des sphéres en sortie de fibres optiques. Le systéme fibre optique-microsphére
est appelé OFM (Optical-Fiber-Microsphere).

Simulation numérique FDTD

Des simulations numériques FDTD 2D ont été conduites (Fullwave Rsoft Inc.) dans
le but de déterminer la distribution électromagnétique en sortie du systéme OFM (Fi-
gure 7.11 (a)). Pour cela, 'espace de calcul a été fixé & 4x8 pum?, avec une taille de grille
de 10x10 nm?. La microsphére est modélisée par un cylindre diélectrique de 2 pm de dia-
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FIGURE 7.10 — Simulation numérique FDTD de la distribution d’intensité électromagné-
tique en ’abscence (a) et en présence (b) d’un cylindre de 2 pm éclairé par un faisceau
Gaussien & 633 nm avec une ouverture numérique ON =0.3 [151].

métre et d’indice de réfraction n =1.59, correspondant & I'indice du latex dans le domaine
visible. La fibre optique GeSiO9-FSiOy a un coeur de 2 pum (d’indice de réfraction 1.49)
et un diamétre de gaine de 3.4 um (d’indice de réfraction 1.43). Le milieu environnant est
aqueux (indice de réfraction 1.33).

Le mode fondamental de la fibre optique a une longueur d’onde de 633 nm est envoyé a
Iintérieur de la fibre. Lorsque qu’une microsphére est fixée en sortie de fibre, le faisceau
émergeant est focalisé et posséde une faible divergence, comme nous pouvons le constater
en Figure 7.11 (b). Ce faisceau est assez similaire aux nanojets photoniques présentés dans
le chapitre 3. En I'absence de microsphére en sortie de fibre, le faisceau émergeant diverge
simplement (Figure 7.11 (c)). D’aprés les résultats de la Figure 7.11 (b), les dimensions
FWHM transverse et axiale sont respectivement estimées a 480 nm et 2.7 pm, ce qui sont
des valeurs assez proches de celles obtenues avec un objectif de forte ouverture numérique.
La focalisation spécifique apportée par la microsphére permet un confinement du champ
incident et réciproquement une collection de la lumiére plus efficace.

Fabrication de la sonde OFM réalisée a I’'Institut des Sciences Moléculaires de
Bordeaux

Le faisceau de fibres est composé de 6000 fibres optiques individuelles organisées sur une
surface de 270 pm de diamétre (FIGH-06-300S, Fujikura Ltd). Aprés polissage des deux
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FIGURE 7.11 — (a) Configuration expérimentale du systéme OFM. Simulation numérique
FDTD de la distribution d’intensité en présence (b) et en l’abscence d’un cylindre de 2 pm
illuminé par le mode fondamental de la fibre optique monomode 4 633 nm [132].

faces du faisceau de fibres , une micro-ouverture a 'extrémité de chaque coeur de fibre est
réalisée par attaque chimique de 25 secondes en utilisant une solution d’acide fluoridrique.
Le temps de réaction a été adapté de maniére a créer des puits permettant la fixation
des sphéres de latex de 2 pum. Quelques gouttes de solution contenant les microsphéres
sont alors successivement déposées sur la face attaquée chimiquement. Aprés séchage du
solvant aqueux, les microsphéres s’auto-organisent dans les micro-ouvertures, permettant
ainsi d’obtenir la sonde OFM (Figure 7.12 (c)). Enfin, de I'eau distillée est utilisée pour
évacuer les microsphéres non fixées.

Mesures expérimentales et discussion

Les montage expérimental utilisé dans cette section est le méme que celui présenté dans
le chapitre 2 avec un objectif de microscope d’ouverture numérique 1.2. Cependant, afin de
coupler efficacement la lumiére dans le systéme OFM, le diamétre du faisceau laser incident
a 633 nm a été réduit pour obtenir une ouverture numérique effective de 0.3. Le micro-
positionnement du faisceau de fibres s’effectue avec la platine piezo-électrique et permet
Pexcitation d’une fibre individuelle. Soulignons que la distance de séparation inter-fibre
étant de 4 um, aucune corrélation croisée des signaux provenant de fibres différentes n’a
été détectée.

Pour montrer la capacité du systéme OFM de permettre des études sur molécules indivi-
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fluorescence
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FIGURE 7.12 — (a) Vue schématique du dispositif expérimental . (b) Vue rapprochée de
Uextrémité de la fibre optique combinée a une microsphére. (¢) Image de microscopie élec-
tronique du faisceau de fibres optiques monomodes partiellement combinées en extémité a
une microsphere [152].

duelles, des expériences FCS ont été conduites en plongeant le faisceau de fibres dans une
solution de molécules fluorescentes d’Alexa 647 (Figure 7.12 (b)-(c)). Chaque extrémité de
fibre n’étant pas toute associée avec une microsphére (comme nous pouvons le constater en
Figure 7.12 (c¢)), un balayage du faisceau de fibre est nécessaire pour identifier un systéme
OFM (Figure 7.13 (a)). Les zones brillantes en Figure 7.13 (a) correspondent a la présence
d’une microsphére en sortie de fibre et pour lesquelles des fonctions d’autocorrélation tem-
porelle de fluorescence sont obtenues (Figure 7.13 (b)), alors que dans les zones sombres
qui correspondent a 1’absence de microsphére, aucune corrélation temporelle n’est mesurée
(Figure 7.13 (c)). D’aprés ces résultats, la sensibilité de la sonde OFM est suffisament éle-
vée pour détecter des molécules organiques standards diffusant en solution. Pour analyser
les données FCS de la Figure 7.13 (b) selon I'équation 2.32, il est important de déterminer
précisément le bruit de fond moyen B. Dans le cas du systéme OFM, B provient essentiel-
lement du signal de luminescence et de diffusion Raman des impuretés ou des dopants dans
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FIGURE 7.13 — (a) Image confocale du faisceau de fibres optiques : les zones brillantes
correspondent a la présence d’une microsphere a Uextrémité d’une fibre, ot des fonctions
d’autocorrélation sont obtenues (b). L’analyse numérique selon l’équation 2.52 a conduit & :
N =284, Tp ==123 us, s =0.2, np =0.39, 70 =2.0 us, et CRM =1.9 kHz. En [’abscence
de microsphére, aucune corrélation temporelle n’est mesurée (c). (d) et (e) correspondent
respectivement aut traces du signal de fluorescence de (b) et (c) [132].

164
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fluorescence
Objective N | mp (us) | Vegr (fL) | CRM (kHz) | Pgser (mW)
Zeiss NA 1.2 | 222 115 0.5 3.5 0.1
OFM system | 284 123 0.65 1.9 0.6

TABLE 7.1 — Résultats des ajustements numériques des données FCS mesurées avec la sonde
OFM et avec l'objectif Zeiss d’ouverture numérique 1.2. Le volume d’observation Vss est
déduit d’apres la mesure du nombre moyen de molécules N et la concentration en émetteur
fluorescent.
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FIGURE 7.14 — (a) Evolution du nombre de molécules d’Alexa 647 détectées avec la sonde
OFM en fonction de la concentration moléculaire calibrée. (b) Taux de comptage par mo-
lécule CRM (points) mesuré en fonction de la puissance d’excitation avec la sonde OFM
et ajustement numérique (ligne continue) selon l’équation 2.39 [132].

les fibres optiques. Le bruit moyen B a été évalué en mesurant le signal sur les photodiodes
a avalanche lorsque le faisceau de fibre est plongée dans une solution d’eau pure. Pour les
mesures présentées en Figure 7.13 (b), le niveau de bruit de fond moyen est typiquement
de B =270 kHz, conduisant & un rapport signal sur bruit SNR de 1.9.

Les résultats expérimentaux mesurés avec la sonde OFM sont résumés en Table 7.1, et
comparés aux données FCS obtenues en utilisant 'objectif de microscope d’ouverture nu-
mérique 1.2 avec la méme solution de molécules d’Alexa 647. Le nombre de molécules
moyen détectés est trés proche pour chaque systéme. Ces résultats montrent que le volume
d’analyse sondé avec le systéme OFM est comparable a celui obtenu avec un objectif a
immersion de forte ouverture numérique, et sont donc en bon accord avec les simulations
numériques FDTD. Malgré un bruit de fond moyen intrinséque élevé, la sensibilité de la
sonde OFM est suffisante pour détecter une fraction de molécules en solution. Pour com-
pléter cette étude, des mesures FCS avec le systéme OFM pour différentes concentrations
calibrées en molécules d’Alexa allant de 0.4 & 3.1 uM ont été effectuées. L’évolution du
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nombre moyen de molécules détectées avec la sonde OFM en fonction de la concentration
en espéces fluorescentes est présentée en Figure 7.14 (a). Comme attendu pour les mesures
FCS, le nombre moyen de molécules détectées suit une loi linéaire en fonction de la concen-
tration moléculaire. A cause du bruit de fond moyen élevé, les études FCS avec la sonde
OFM sont limitées a des concentrations moléculaires supérieures a 400 nM.

Des mesures FCS ont également été conduites pour déterminer 1’évolution du taux de
comptage par molécules C RM en fonction de la puissance d’excitation, incrémentée de 0.2
a 1 mW (Figure 7.14 (b)). Les données expérimentales ont ensuite été ajustées numérique-
ment selon 'équation 2.39 et ont conduit & la détermination de paramétre A =0.05 kHz/uW
(A = ko) et I, =1.26 mW. Ces mesures confirment de nouveau la sensibilité a I’échelle
de molécules individuelles de la sonde OFM.

Conclusion sur la sonde OFM

La fixation d’une microsphére diélectrique en sortie de fibre optique permet d’augmen-

ter 'ouverture numérique effective du systéme et de conduire des mesures FCS a ’échelle
de molécules individuelles avec une fibre optique. La limitation principale du systéme OFM
est le bruit intrinséque généré dans la fibre, qui rend difficiles les mesures FCS pour des
concentrations moléculaire inférieures a 400 nM. Utiliser une fibre optique avec un bruit
moins élevé et des sondes fluorescentes plus brillantes pourrait permettre de conduire des
études FCS au-dela de cette concentration limite.
Cette démonstration, qui a fait 'objet d’un dépot de brevet [133], offre de nouvelles possi-
bilités pour les applications endoscopiques telles que le diagnostic de la maladie d’Alzhei-
mer [134], ou encore les sondes & oxygeéne [135] et température [136], mais également dans
la miniaturisation des dispositifs FCS comme illustré en Figure 7.15. Ce systéme intégré
utilisant la sonde OFM permet des mesures de spectroscopie de corrélation de fluorescence
et des mesures de temps de vie de fluorescence. La taille du dispositif expérimental est
proche du format papier A3, ce qui en fait le plus petit systéme FCS jamais réalisé.

7.3 Conclusion

Les nano-antennes optiques étudiées au cours de cette thése ont été utilisées dans ce
chapitre pour améliorer significativement les techniques d’analyses moléculaires dans des
solutions fortement concentrées telles que la FCS ou la FCCS. L’exaltation de fluorescence
obtenue au voisinage d’une antenne conduit & une forte augmentation du rapport signal
sur bruit SNR, permettant ainsi de réduire la durée totale d’acquisition des expériences et
suivre des réactions de clivage enzymatique qui requiérent des temps d’intégration courts.
Enfin ces nano-antennes peuvent également étre utilisées pour la miniaturisation des sy-
téemes de détection de molécules individuelles en solution comme illustré avec la sonde

OFM.
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FIGURE 7.15 — Dispositif expérimental FCS miniaturisé basé sur ['utilisation de la sonde

OFM.
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Conclusion et perspectives

L’avénement des nano-antennes optiques est directement lié aux progrés technologiques
réalisés dans le domaine de la nano-fabrication au cours des derniéres décennies. Les an-
tennes optiques permettent a I’heure actuelle de manipuler, confiner et exalter les champs
électromagnétiques dans des volumes sub-longueur d’onde. Les applications de ces nano-
objets concernent des domaines de pointe tels que les nano-sources de lumiére, les cellules
photovoltaiques, la microscopie, la spectroscopie de molécules individuelles ... Comme il a
pu étre remarqué tout au long de la lecture de ce manuscrit, les propriétés des antennes
optiques dépendent essentiellement de leur nature, leurs tailles et leurs géométries. Pour
ces raisons, la caractérisation expérimentale des nano-antennes optiques est essentielle car
elle permet d’en améliorer le design et d’amplifier leurs réponses optiques.

Ce travail de thése s’insére dans la problématique actuelle de sondage des propriétés de
nano-antennes optiques. Les différentes techniques de caractérisation expérimentale déve-
loppées au cours de cette thése consistent a placer des émetteurs quantiques au voisinage
d’antennes plasmoniques, et a déterminer les modifications des propriétés d’émission de
luminescence. En particulier, la premiére et principale procédure de caractérisation expé-
rimentale présentée dans le chapitre 2, qui consiste & combiner des études de spectroscopie
de corrélation de fluorescence et des mesures de temps de vie de fluorescence, permet de
déterminer le poids respectif des gains a l'excitation et a I’émission contribuant a I'exal-
tation globale de fluorescence moléculaire au voisinage de nano-antennes. Bien que trés
puissante, cette procédure nécessite des temps d’expérimentation assez importants. C’est
pourquoi, deux méthodes alternatives rapides de sondage des exaltations de champs électro-
magnétiques (présentées dans le chapitre 6) ont également été développées en paralléle. La
premiére d’entre elles consiste a suivre la dynamique temporelle d’états multiexcitoniques
de boites quantiques semi-conductrices. En accédant aux amplitudes des populations des
états excitoniques et biexcitoniques, il est possible de déterminer de maniére trés précise
Iexaltation sur 'intensité locale d’excitation au voisinage d’antennes optiques en seulement
quelques secondes. Soulignons également que 'exaltation des amplitudes biexcitoniques a
proximité d’une antenne représente une nouvelle forme d’exaltation non-linéaire de 'in-
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téraction lumiere-matiére a I’échelle nanométrique. La seconde méthode, appelée spectro-
scopie sous saturation de fluorescence, exploite les propriétés intrinséques de non-linéarité
du processus de fluorescence. La modulation du faisceau excitateur & une fréquence fonda-
mentale f dans un régime non-linéaire d’excitation de fluorescence génére des harmoniques
aux fréquences élevées dans le signal de fluorescence. En exploitant ces harmoniques, il est
possible d’accéder rapidement au gain sur l'intensité d’excitation au voisinage de nano-
antennes optiques. Ces deux techniques ouvrent de nouvelles opportunités pour la carac-
térisation expérimentale rapide de nano-antennes optiques & la fréquence d’excitation.

Le développement de ces techniques de caractérisation expérimentale a permis ’étude de
différents types d’antennes optiques. Comme nous I'avons vu dans le chapitre 3, les mi-
crosphéres diélectriques, qui peuvent étre vues comme des microlentilles placées dans le
champ proche d’émetteur, permettent d’augmenter 'intensité d’excitation et d’améliorer
Pefficacité de collection. Ces sphéres diélectriques, qui constituent une alternative simple et
bon marché face aux structures plasmoniques, permettent de réduire d’un ordre de gran-
deur sous la limite de diffraction le volume de détection et d’exalter le taux de fluorescence
par molécule d’un facteur 7. Afin de réduire encore plus efficacement le volume d’analyse
en microscopie confocale et exalter le signal de fluorescence de molécules individuelles,
il faut se tourner vers le domaine des nano-antennes plasmoniques. En effet, les nano-
ouvertures métalliques présentées dans le chapitre 4 permettent d’atteindre des volumes
d’analyse confocale de quelques centaines de zeptolitres (1072!L), soit une réduction de
plusieurs centaines de fois du volume confocal limité par diffraction qui est de 'ordre du
femtolitre (107'°L), et d’augmenter le taux de fluorescence par émetteur d’un facteur 25.
D’autre part, la structuration d’un réseau de corrugations périodiques autour d’une ouver-
ture métallique centrale (chapitre 5) permet de collimater le faisceau de fluorescence dans
la direction normale & I’échantillon et d’exalter d’autant plus la fluorescence moléculaire
comparé a une simple nano-ouverture. Pour des parameétres de réseau donnés, la directivité
du rayonnement étant dépendante de la longueur d’onde d’émission, la fluorescence de mo-
lécules spectralement différentes est dirigée dans des directions angulaires distinctes. Ces
nano-ouvertures corruguées, qui sont assimilables a des nano-spectrométres a réseau dans
le champ proche, sont a 'origine de la premiére démonstration expérimentale d’un controle
directionnel de fluorescence multi-émetteurs. Soulignons également que la caractérisation
expérimentale de toutes les nano-antennes étudiées au cours de cette thése a permis d’amé-
liorer le design des structures (nature, taille, géometrie) ce qui a conduit a I’élaboration
d’antennes optimisées. Enfin, ces nano-antennes optiques ont été utilisées dans le chapitre 7
pour améliorer trés efficacement les techniques de détection de molécules individuelles en
solution, et réaliser un dispositif de spectroscopie de corrélation de fluorescence miniatu-
risé.

En ce qui concerne les perspectives de 1’axe nanophotonique de 1’équipe MOSAIC, I’étude
des propriétés physiques d’autres types d’antennes optiques (diméres de nano-particules,
nano-batonnets, structures métallo-diélectrique ...) débutera dans les prochains mois en
utilisant les techniques de caractérisation de fluorescence développées. Ces nano-antennes
optiques pourraient ensuite étre exploitées pour la réalisation de nano-circuits plasmoniques
dans le but d’étudier des intéractions moléculaires en biologie et de produire de nouveaux

170



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

types de biocapteurs. D’autre part, le développement de réseaux de collaborations avec
des équipes de chimistes et biologistes est plus que jamais nécessaire pour les applications
biophotoniques des nano-antennes optiques étudiées au cours de cette theése.
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Résumé

Les nano-antennes optiques permettent la manipulation, le confinement et I'exaltation des
champs électromagnétiques dans des volumes sub-longueur d’onde. Les applications de ces
nano-objets concernent des domaines variés tels que les nano-sources de lumiére, la photo-
voltaique, la microscopie, la spectroscopie ... Les propriétés physiques de ces nano-antennes
dépendant essentiellement de leur nature, leurs tailles et leurs géométries, la caractérisation
expérimentale de ces nano-objets est essentielle car elle permet d’en améliorer fortement
le désign et d’amplifier les réponses électromagnétiques.

La problématique de ce travail de thése concerne la caractérisation et I’exploitation des pro-
priétés de nano-antennes optiques. Différentes techniques de caractérisation expérimentale
de nano-antennes ont été développées au cours de cette thése : spectroscopie de corréla-
tion de fluorescence, suivi de dynamique temporelle de boites quantiques, spectroscopie
sous saturation de fluorescence. Ces techniques ont été appliqués pour étudier différents
types d’antennes optiques : microsphéres di¢lectriques, nano-ouvertures simples et nano-
ouvertures corruguées. Réciproquement, ces nano-antennes optiques ont été utilisées pour
améliorer efficacement la détection de molécules fluorescentes en solution, avec des exalta-
tions de fluorescence moléculaire supérieures a un facteur 100 et un controle de la directivité
d’émission de fluorescence, ouvrant ainsi de nouvelles opportunités en biophotonique.
Mots clefs : nano-antennes optiques, plasmonique, biophotonique, fluorescence, spectro-
scopie de corrélation de fluorescence FCS, exaltation et directivité de fluorescence, boites
quantiques

Abstract

Optical nanoantennas allow manipulation, confinement and enhancement of light in sub-
wavelength volumes. The applications of these nano-objects are related to various fields
such as nano-light sources, photovoltaic, microscopy, spectroscopy ... The physical proper-
ties of these nanoantennas depending mainly on their nature, sizes and geometries, the
experimental characterization of these nano-objects is essential because it allows to im-
prove significantly their design and amplify the electromagnetic responses.

The focus of this work concerns the characterization and exploitation properties of opti-
cal nanoantennas. Several experimental characterization techniques of nanoantennas have
been developed during this thesis : fluorescence correlation spectroscopy FCS, temporal dy-
namics monitoring of quantum dots, spectroscopy by saturated excitation of fluorescence.
These techniques were applied to study different types of optical antennas : dielectric
microspheres, bare nanoapertures and corrugated nanoapertures. These optical antennas
have been used to effectively improve the detection of fluorescent molecules in solution,
with fluorescence enhancement greater than a factor of 100, together with a directivity
control of the fluorescence emission, opening new opportunities in biophotonics.
Keywords : optical nanoantennas, plasmonics, biophotonics, fluorescence, fluorescence
correlation spectroscopy FCS, enhancement and directivity of fluorescence, quantum dots
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