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Abstract

Confocal Brillouin microspectroscopy is a non-invasive and label-free technique enabling the
characterization of mechanical properties of samples at sub-moicrometric scales. Over the
past decades, this technique has seen significant development in biology, thanks to the in-

troduction of the confocal VIPA spectrometer.

The use of this instrument offers practical advantages, notably by reducing spectrum ac-
quisition times compared to previous instruments, thereby accelerating measurements. This
reduction in acquisition time has extended Brillouin microspectroscopy to biology, where
rapid measurements are paramount due to phototoxicity, sample complexity, and short evo-

lutionary timescales.

However, in these systems, confocality is achieved by coupling the VIPA spectrograph to
the microscope using a single-mode fiber. The resulting instrument proves challenging to
align in practice, unstable over time, and sometimes too slow for analyzing certain biological

processes.

This manuscript presents the coupling of the VIPA spectrograph to the microscope using a
multimode fiber. As three-dimensional cellular assemblies represent the most realistic models
of in vivo cell growth conditions, we choose to apply the resulting instrument to the study
these samples. This choice prompts us to opt for spatial resolutions much higher than the
incident light’s wavelength, allowing us to leverage the compromise between confocality and

brightness to optimize the instrument.

The manuscript therefore introduces a novel approach to the VIPA spectrometer that ad-

dresses the following three aspects :

— Simplifying optical alignment.



— Enhancing device stability.

— Increasing measurement speed.
By exploring these aspects, we present a strategy that optimizes the VIPA spectrometer’s
performance in studying 3D multicellular assemblies, thus facilitating the study of these
biological samples through Brillouin microspectroscopy. The system resulting from this ap-
proach will be experimentally used to monitor the morphogenesis of hollow cell assemblies,
both qualitatively by tracking the formation of the empty space inside the assembly and

quantitatively by studying the mechanical properties of the cells surrounding the cavity.
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Résumé

La microspectroscopie Brillouin confocale est une technique non invasive et sans marquage
qui permet la caractérisation des propriétés mécaniques des échantillons a des échelles sub-
micrométriques. Au cours des derniéres décennies, cette technique s’est rapidement dévelop-

pée, grace a 'introduction du spectrometre VIPA confocal.

L’utilisation de cet instrument offre des avantages pratiques, notamment en réduisant les
temps d’acquisition des spectres par rapport aux instruments antérieurs, et en accélérant
ainsi les mesures. Cette réduction du temps d’acquisition a ainsi permis a la microspectro-
scopie Brillouin de s’étendre a la biologie ot les problématiques de phototoxicité, complexité

des échantillons et temps caractéristiques d’évolutions courts imposent des mesures rapides.

Cependant, dans ces systémes, la confocalité est obtenue en couplant le spectrographe VIPA
au microscope a l’aide d’une fibre monomode. Cette technologie s’avére alors difficile & ali-
gner en pratique, instable dans le temps et parfois, encore trop lent pour 'analyse de certains

processus biologiques.

Dans ce manuscrit, nous présentons ainsi le couplage du spectrographe VIPA au microscope
par une fibre multimode. Parce que les amas cellulaires en trois dimensions sont considérés
comme les modéles les plus réalistes aujourd’hui des conditions de croissance des cellules in
vivo, nous choisissons d’appliquer 'instrument résultant a I’étude de ces amas. Ce choix nous
invite alors a choisir des résolutions spatiales supérieures a la longueur d’onde de la lumiére
incidente, et nous permet donc de profiter du compromis entre confocalité et luminosité pour

optimiser I'instrument.

Ce manuscrit présente alors une nouvelle approche du spectromeétre VIPA qui suit les trois

axes suivant :



— Simplifier I’alignement de I'instrument optique.

— Accroitre la stabilité du dispositif dans le temps.

— Augmenter la vitesse des mesures.
En explorant ces aspects, nous présentons une stratégie qui permet optimise les performances
du spectrométre VIPA dans I’étude d’amas cellulaire et permet ainsi de faciliter les études de
ces échantillons biologiques par microspectroscopie Brillouin. Le systéme résultant de cette
approche sera alors utilisé expérimentalement pour suivre la morphogénése d’amas cellulaires
creux, a la fois de maniére qualitative, en suivant I’apparition du creux, et quantitative, en

étudiant les propriétés mécaniques des cellules entourant le creux.
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(Glossailre

Apodization : Ajout d’un filtre spatial dans le domaine de Fourier d'un composant optique

pour modifier sa fonction d’étalement.
BLT : Tangente de perte Brillouin (Brillouin Loss Tangent).

Diffraction : Altération d’'une onde du fait de son interaction avec un obstacle entrainant
une redistribution de son intensité dans une (ou plusieurs) direction(s) privilégiée(s).
Diffusion : Altération de la direction de propagation d’'une onde aléatoire du fait de son

interaction avec les constituantes du milieu dans lequel elle se propage.

Electrique (champ) : Propriété de l'espace caractérisée par la présence d’une force d’at-

traction ou de répulsion sur une particule chargée électriquement.

Facteur de Qualité : Dans un systéme amorti, grandeur caractéristique de ’amortisse-
ment. Dans un oscillateur harmonique amorti, il se définit comme le rapport de la pulsation
de résonance par la largeur spectrale du pic de résonance.

Fonction d’étalement (PSF) : Réponse d'un instrument de mesure a un Dirac (Point
Spread Function en anglais).

Fréquence : Nombre de répétitions d’un motif par seconde. Inverse de la période
Distance entre deux modes d’interférence (FSR) : Distance exprimée en fréquence ou
longueur d’onde, entre deux modes d’interférence constructive pour une méme onde, d’'un

interféromeétre (Free Spectral Range en anglais).

Impédance : Rapport pour une onde d’une cause par un effet décrivant un milieu de pro-
pagation de 'onde. Ce rapport s’exprime en général comme le rapport d’'un champ extensif

par un champ intensif (rapport d’un champ électrique par un champ magnétique, rapport



Liste des tableaux

d’une pression par une vitesse, rapport d’une force par une déformation ...), et est utilisé
dans ce manuscrit pour uniformiser la compréhension des divers phénomeénes ondulatoires
rencontrés
Indice Optique : Coefficient propre a un milieu et y décrivant la vitesse de propagation de
la Tumiére.
Isotrope (Matériau) : Propriété d’un matériau présentant des propriétés mécaniques ho-

mogeénes suivant toutes ses directions.

Lorentzienne : Fonction caractéristique de la densité de probabilité d’une distribution de

Cauchy, définie par une fonction de type L(z) = 1/(1 + 2?).

Magnétique (champ) : Propriété de l'espace caractérisée par la déviation d’une particule
chargée électriquement en mouvement.

Microspectroscopie : Spectroscopie appliquée a 1’échelle microscopique.
Monochromatique : Caractéristique d’une onde dont le spectre se réduit a un Dirac, qui

ne se compose que d’une seule fréquence.

Onde : Variation d’une grandeur physique, pouvant se propager spatialement et/ou tempo-

rellement.

Période : Temps entre deux motifs identiques d’une onde.

Polarisation : Orientation du champ électrique.

Pouvoir de résolution : Ecart minimal entre deux composantes fréquentielles qu’un spec-
tromeétre est capable de différencier.

Pulsation : Fréquence angulaire, produit de la fréquence par le périmétre du cercle unité

(2m).

Réflexion : Ré-émission d'une onde & une interface entre milieux dans la direction symé-

trique & la direction d’incidence par rapport & la normale a l'interface.

Signal : Quantité mesurable porteuse d’information.
Spectrographe : Appareil permettant 'obtention d’un spectre.
Spectroscope : Appareil composé d’une source lumineuse et d’un spectrographe.

Spectroscopie : Analyse du spectre de la lumieére.
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Liste des tableaux

Spectroscopie Brillouin : Spectroscopie analysant 1’onde diffractée par une onde méca-
nique a 1’échelle de groupe molécules.
Spectroscopie Raman : Spectroscopie analysant 1’onde diffractée par une onde mécanique

A une échelle intramoléculaire.

Vecteur d’onde : Analogue a la pulsation pour une fréquence spatiale. Vecteur orienté
dans la direction avec le sens de propagation d’une onde, présentant un module inversement
proportionnel a la longueur d’onde.

VIPA : (Virtually Imaged Phase Array) Réseau virtuel d’images déphasées d’une source
lumineuse.

V (nombre) : (V-number en anglais) Nombre caractérisant le nombre de modes transportés

par un guide d’onde optique.
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Introduction

Au cours des derniéres décennies, ’observation du monde vivant a mis en évidence I'im-
portance des propriétés mécaniques dans le développement de cellules et d’amas cellulaires
[2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]. Toutefois, concilier une observation mécanique a haute résolution spatiale
avec une mesure peu invasive sur des échantillons biologiques constitue un défi a relever.
Pour répondre a cette problématique, des techniques innovantes sont nécessaires, et c’est
dans ce contexte que nous nous penchons sur I'une d’elles : la microspectroscopie Brillouin,
une approche totalement optique permettant de mesurer les propriétés mécaniques a 1’échelle

microscopique.

La diffusion Brillouin est un phénomeéne physique qui décrit la diffusion inélastique de la
lumiére par une onde mécanique. L’effet se comprend comme un phénoméne analogue a 1’ef-
fet Doppler, amenant le spectre de I’onde mécanique a se retrouver dans celui de la lumiére
diffusée. Le spectre de I'onde mécanique est lié aux propriétés mécaniques de 1’échantillon.
Ainsi, en regardant la lumiére diffusée d’un échantillon, nous pouvons remonter jusqu’aux

propriétés mécaniques du matériau.

L’utilisation de la spectroscopie Brillouin présente cependant deux défis : les fréquences des
ondes mécaniques sont beaucoup plus faibles que celles des ondes lumineuses et 'intensité de
la lumiére diffusée par diffusion Brillouin est trés faible. Ainsi, le spectrométre Brillouin doit
nécessairement étre capable de différencier des pics spectraux trés rapprochés (on parle alors

de grand "pouvoir de résolution") et étre trés lumineux (nous parlerons ici "d’efficacité").

L’un des instruments les plus répandus, répondant & ces contraintes, est le tandem Fabry-
Pérot, commercialisé par J. Sandercock [9]. Ce dispositif utilise des étalons de Fabry-Pérot
dont I'épaisseur est variée pour "analyser" la densité spectrale de puissance du signal en

observant successivement des bandes spectrales étroites (de 'ordre de la dizaine de MHz)



Introduction

du signal. Ce type d’instrument présente 'inconvénient majeur de scanner physiquement le
spectre, ce qui rend en pratique ses temps de mesure longs (de l'ordre de la seconde a la

dizaine de secondes).

En 2008, un nouveau spectromeétre s’est présenté comme alternative au tandem Fabry-Pérot
pour la spectroscopie Brillouin : le spectrométre VIPA (pour "Virtually Imaged Phased
Array" ou "Réseau virtuel de sources déphasées") [10]. Contrairement au tandem Fabry-
Pérot, ce spectromeétre réalise la mesure d’un spectre en une seule acquisition, en reprenant
le principe du spectromeétre a réseau de diffraction : disperser les composantes spectrales
d’un faisceau en angle. Cependant, dans le cas du spectromeétre a VIPA, la dispersion est
beaucoup plus importante et permet d’atteindre des résolutions spectrales beaucoup plus
élevées. Cette amélioration considérable des performances permet ainsi des analyses plus
rapides des mémes spectres Brillouin. Cette rapidité a ainsi entrainé un regain d’intérét pour

la spectroscopie Brillouin dans le domaine de la biologie[11, 12, 13].

Cet instrument innovant présente cependant plusieurs défauts qui limitent son déploiement
pour les analyses biologiques. L’instrument est déja difficile a réaliser, ce qui impose bien
souvent a l'expérimentateur d’étre spécialisé dans l'alignement optique|[14]. Cet alignement
optique est de plus assez fin et s’avére peu stable dans le temps. Les études faites gréace a
la spectroscopie Brillouin sont donc limitées en temps d’acquisition. Cela limite d'une part
le suivi dans le temps d’un phénoméne biologique, mais cela limite aussi le nombre d’échan-
tillons analysables sur une campagne de mesure, et donc restreint les études statistiques.
Enfin, les implémentations de I'instrument demandent encore réguliérement des temps d’in-
tégration de plusieurs centaines de millisecondes|15, 16|, empéchant I’étude de phénoménes

plus rapides.

Nous proposons donc dans cette thése d’aborder 'optimisation et la stabilisation du spec-

tromeétre VIPA pour la spectroscopie Brillouin.

Il est aujourd’hui établi que les cultures cellulaires tridimensionnelles placent les cellules dans
des conditions de croissance beaucoup plus réalistes que les cultures cellulaires planes [17],
nous nous proposerons de construire ce manuscrit vers ’application de la technique a ’ana-
lyse d’amas cellulaires. Cette application donne un intérét particulier aux développements

qui seront présentés, car nous manquons aujourd’hui de techniques fiables, précises et non
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invasives pour ’analyse mécanique de ces échantillons.

Nous présenterons les travaux de cette thése en commencant par revenir sur ce qu’est la spec-
troscopie Brillouin en chapitre 1. Cette présentation se fera en restant dans le cadre donné
par la physique classique. Nous présenterons ainsi le phénoméne physique de la diffusion
Brillouin et comment il se peut s’utiliser dans le contexte de microspectroscopie envisagé.
Nous caractériserons alors ce phénomeéne et irons jusqu’a modéliser un spectre Brillouin dans
un échantillon d’eau. En se basant sur ces valeurs, nous en déduirons des caractéristiques
minimales pour le spectrométre utilisé dans la spectroscopie Brillouin, et situerons le spec-

tromeétre VIPA par rapport a ces valeurs.

Dans le chapitre 2, nous nous intéresserons alors au spectromeétre VIPA, et présenterons
une nouvelle approche de l'instrument, ot nous choisirons de remplacer la source par un
faisceau étendu. Cette approche nous permettra d’envisager 1'utilisation de spectromeétres
VIPA fibrés par fibre multimode, une implémentation de I'instrument intéressante du point
de vue de la facilité d’alignement, de la stabilité mécanique du couplage et de la luminosité

potentielle de I'instrument.

Dans le chapitre 3, nous nous intéresserons alors a la stabilité de I’ensemble, et développerons
de nouvelles méthodes pour garantir un fonctionnement stable dans le temps. Ces dévelop-
pements nous ameéneront & établir pour la premiére fois & notre connaissance, des valeurs de

références pour la stabilité de 'instrument.

Nous étudierons alors 'utilisation de la spectroscopie Brillouin dans I’étude d’amas cellu-
laires dans le chapitre 4, un échantillon ot les propriétés mécaniques jouent un role clé dans
le développement et I'organisation des structures. Nous reviendrons pour cela sur I'utilisation
du spectrométre VIPA en microscopie confocale et reprendrons la théorie de cette discipline
pour optimiser la configuration de 'instrument. Cela nous aménera & revoir la maniére dont
les spectrométres VIPA sont dimensionnés, en mettant la luminosité de la configuration
au ceeur du dimensionnement. Ces développements nous améneront alors & présenter notre
configuration : I'une des plus stables et des plus rapides aujourd’hui pour I'application de
la microspectroscopie Brillouin a la biologie. Nous 'appliquerons enfin a 1’étude d’un type
d’amas cellulaire particulier : les organoides, en identifiant leur morphologie, une opération

qui aurait autrement nécessité soit ’expertise d’un chercheur, soit un marquage fluorescent.
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Les travaux de cette thése aboutiront ainsi au premier spectrométre VIPA fibré par fibre
multimode pour la spectroscopie Brillouin, expérimentalement stable sur plusieurs semaines,
présentant des précisions spectrales et spatiales similaires a celles rencontrées dans 'état de
I’art, mais des temps d’acquisition parmi les plus rapides pour les applications présentées.
En se basant sur les résultats de cette thése, nous proposerons enfin des perspectives pour

ce travail.

Le cceur du travail présenté dans ce manuscrit est donc 1'utilisation en biologie, de la diffu-
sion Brillouin. La littérature propose de nombreuses descriptions de ce phénomeéne, mais la
compréhension de ces descriptions demande souvent un bagage en électromagnétisme assez
conséquent, troublant ainsi notre compréhension du principe physique. Dans ce manuscrit,
nous proposons d’approcher le phénoméne de maniére plus intuitive, en repartant du carac-
tére ondulatoire de la lumiére. Cette compréhension de la lumiére est la plus intuitive au
regard des phénoménes que nous pouvons tous observer. Cette nature permet également de
déduire I'existence d’une diffusion de la lumiére sur les ondes mécaniques trés simplement, et
de présenter plus simplement les modéles que propose la littérature de la diffraction Brillouin.

Intéressons-nous donc maintenant a cette description.



Chapitre 1

Microspectroscopie Brillouin

La spectroscopie Brillouin permet d’étudier des propriétés mécaniques d'un échantillon sans
rien utiliser d’autre que de la lumiére. Deux explications, I'une basée sur la physique quan-
tique (présentée en Annexe B) et I'autre sur la physique classique permettent de présenter
ce phénomeéne a la base de cette technique. Nous resterons dans ce chapitre, sur une des-
cription classique, en considérant la lumiére comme une onde électromagnétique, reprenant
ainsi I'approche proposée par Maxwell en 1864[18]. Le fil conducteur de ce chapitre sera donc
la physique des ondes. En particulier, nous baserons notre approche sur la notion d’impé-
dance, une grandeur trés souvent utilisée pour caractériser la propagation d’une onde dans

un milieu, sur laquelle nous baserons une présentation compléte de la spectroscopie Brillouin.

Ce chapitre s’intéressera dans un premier temps a la maniére dont se propage la lumiére et,
plus particuliérement, & sa réflexion. Cela soulignera I'importance de la géométrie de mesure
dans la sélection d’un vecteur d’onde pour une onde mécanique. Nous montrerons alors que le
spectre de I'onde mécanique modifie ’onde lumineuse diffusée et nous nous intéresserons alors
a la réponse mécanique spectrale du milieu. Dans un contexte de microscopie, I'illumination
est un faisceau lumineux focalisé. Nous nous intéresserons a 'effet de cette focalisation sur
le spectre du signal diffusé. Enfin, nous présenterons les aspects pratiques de la technique,
d’une part ce qu’elle dit physiquement du milieu et, d’autre part, ce a quoi nous attendre
en biologie en termes d’ordres de grandeur sur les signaux. Ce chapitre se terminera par une

analyse de la technologie qui visera a présenter son intérét en biologie.



Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

1.1 Interaction entre une onde mécanique et une onde

lumineuse

1.1.1 Physique de la propagation de la lumiére dans un milieu

La lumiére peut étre décrite comme une onde qui se propage a travers un milieu. En général,
ce milieu a un impact sur sa propagation. Pour décrire cet effet, nous utilisons la notion d’im-
pédance lumineuse, également connue sous le nom d’impédance électromagnétique. L’ impé-
dance lumineuse est une grandeur qui caractérise la propagation d’une onde lumineuse dans
un milieu spécifique. En général, I'impédance est définie comme le rapport entre un effet
et sa cause. Dans le cas de la lumiére, étant une onde électromagnétique, son impédance,

notée Zgy, représente le rapport entre le champ électrique et le champ magnétique de ’onde.

Cette approche se précise en matiére de propriétés électromagnétiques des matériaux grace
aux équations de Maxwell. En posant p la perméabilité magnétique, ¢ la permittivité élec-
trique et o la conductivité électrique, nous arrivons a la définition scalaire de I'impédance
¢électromagnétique :

Jwp

— (1.1)

T s —
M o+ jwe

T

En régle générale, la lumiére se propage dans des milieux ou la conductivité électrique est
négligeable : 'air, le verre, le plastique. Ces matériaux sont appelés diélectriques. Ils nous
permettent de considérablement simplifier I’équation précédente en faisant intervenir Z,

I'impédance électromagnétique du vide :

T o (i i
Ziy =)= =22 = Zy, [ 1.2
EM \/; o Er 0 Er ( )

ol iy et gg sont les perméabilité magnétique et permittivité électrique du vide et pu,. et e,
les perméabilités magnétiques relatives et permittivité électrique relative du milieu de pro-

pagation.

L’indice optique exprime le rapport de la vitesse de la lumiére dans le vide, a la vitesse de

phase de la lumiére : n = ¢g/c,. Sa définition en électromagnétisme n = ,/[,€,, nous invite
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1.1. Interaction entre une onde mécanique et une onde lumineuse

a établir un lien avec I'impédance électromagnétique :

A Z
=EM. - *0 L (1.3)
Zy EM

Etant donné que pour toute onde, une réflexion n’intervient que si et seulement si I'impédance
caractéristique du milieu de propagation change, une modification de I'indice de réfraction
dans le milieu de propagation d’une onde lumineuse résultera en une modification de sa
propagation. Voyons maintenant comment lier les propriétés d’une onde mécanique a ces

variations d’indice.

1.1.2 Onde mécanique et indice optique

Les changements d’indice de réfraction se produisent lorsque la densité d’un matériau varie
)

pour une composition donnée. Ce phénomeéne est exprimé par I’équation de Lorentz-Lorenz * :
n®—1 47

-1 _4n 1.4
212 3 (1.4)

Ici, N désigne la densité de molécules par unité de volume et « représente la polarisabilité
moyenne des molécules. Etant donné que la densité de molécules est directement lice a la
densité volumique locale du matériau (par la masse moyenne des molécules), les variations
de densité volumique entrainent des fluctuations de l'indice optique. Une onde mécanique,

étant une onde de densité, elle peut donc étre comprise comme une onde d’indice optique 2.

En pratique, lorsqu’un matériau se trouve a une température supérieure au zéro absolu, il est
soumis a l'agitation thermique. Cette agitation se manifeste comme un mouvement spontané
et désordonné de la matiére, créant ainsi un continuum d’ondes mécaniques. Pour des échelles
de longueurs d’ondes élevées (de I'ordre de plusieurs centaines de nanométres), nous pouvons
considérer que ce continuum d’ondes mécaniques peut se décomposer en ondes mécaniques
de fréquences, longueurs d’onde et directions aléatoires. Lorsque la lumiére se propage dans
ce matériau, elle intéragit de maniére cohérente avec ces ondes, via les variations de pola-
risabilité du milieu associées aux ondes mécaniques, entrainant un phénomeéne de diffusion
lumineuse : la diffusion Brillouin. Cette diffusion est alors caractérisée de spontanée. Dans

certains cas, il peut étre préférable de ne pas utiliser cette diffusion spontanée, et d’induire

1. Cette relation est équivalente & I’équation de Clausius-Mossotti, qui implique la permittivité électrique
2. Notons que cela n’est vrai que pour des ondes de compression, ce que nous regarderons dans notre
approche. Pour une onde de cisaillement, la lumiére est dépolarisée et donc le phénomeéne se complexifie.

9



Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

délibérément une onde mécanique dans le milieu pour observer une diffusion controlée. Cette
approche est connue sous le nom de diffusion stimulée. En spectroscopie Brillouin, ces deux
approches sont utilisées : la spectroscopie Brillouin spontanée [19, 20| et la spectroscopie

Brillouin stimulée [21, 22].

Dans la suite de ce chapitre, nous nous concentrerons exclusivement sur la diffusion Brillouin
spontanée, avec ’objectif de déduire de cette observation, une compréhension au moins par-
tielle de la mécanique de l'amas. Pour parvenir & cette compréhension mécanique, nous
devons limiter notre étude & une onde mécanique spécifique. Cela nous améne a nous inté-
resser maintenant aux méthodes permettant d’isoler une seule onde mécanique a partir du

continuum d’ondes mécaniques présentes dans le matériau.

1.2 Géométrie de mesure et ondes mécaniques

1.2.1 Direction de propagation de ’onde mécanique

En spectroscopie Brillouin, le milieu observé est constitué d’ondes mécaniques de diverses
fréquences, longueurs d’onde et directions. Lorsqu’une onde lumineuse interagit avec ces
ondes mécaniques, une géométrie de diffusion bien précise apparait. Cette géométrie impose
la direction de diffusion du rayon diffusé, de maniére analogue au cas ol une onde lumineuse
est reflétée a l'interface entre deux matériaux. La Figure 1.1a présente cette configuration :
a l'interface entre un matériau d’indice optique n; et un matériau d’indice optique ns, le
faisceau lumineux se réfléchit dans le plan du rayon incident et de la normale & la surface,
de maniére symétrique a la normale a la surface. Cette symétrie est ici représentée en notant
0, Vangle d’incidence du rayon incident par rapport a la normale : cet angle définit aussi

I’angle entre la normale et le rayon diffusé.

Cette analogie nous permet de constater une symétrie, mais pour une onde mécanique plane,
son explication différe. Dans ce cas, 'onde incidente est diffusée dans toutes les directions,
mais leur somme implique 'existence d’une seule direction de propagation pour le vecteur de
puissance de 1'onde diffusée®. La Figure 1.1b schématise alors le mécanisme de diffusion par

une onde mécanique : 'onde lumineuse incidente arrive avec un angle #; sur I'onde mécanique

3. En toute rigueur nous devrions donc parler de "diffraction" Brillouin. Nous nous référerons cependant
a la "diffusion" Brillouin pour tout ce manuscrit dans un souci de cohérence avec le manuscrit original de
Léon Brillouin et I'usage dans le milieu.
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1.2. Géométrie de mesure et ondes mécaniques

FIGURE 1.1 — Réflexion d’un faisceau a I'interface entre deux milieux. a) Cas d’une interface
entre deux milieux d’indice optique n; et ny. b) Cas de la réflexion sur une onde mécanique
de longueur d’onde A schématisée par des lignes horizontales.

de longueur d’onde A. Une diffusion de cette onde incidente intervient par la présence de
I’onde mécanique, entrainant un rayon diffusé dans le plan défini par la direction de 'onde
lumineuse incidente et de la direction de propagation de 'onde mécanique. Dans ce plan,
I’angle 6 entre 'onde incidente et 'onde diffusée est déterminé uniquement par leurs carac-

téristiques respectives.

Nous voyons donc qu’il est possible de définir une seule direction de propagation pour 'onde
mécanique en fixant la géométrie d’illumination et de collection. Cela implique qu’il est
possible de "sélectionner" une onde mécanique et donc d’étudier les propriétés mécaniques
suivant une direction donnée, de 1’échantillon induisant la diffusion de la lumiére. Cette
compréhension du phénoméne nous améne a le mettre en équation. Commencons donc par

reprendre ’approche illustratrice de cette partie de maniére analytique.

1.2.2 Conservation des moments

Pour rendre I'explication précédente plus analytique, il est intéressant d’établir une analogie
entre la configuration représentée en figure 1.1b et le phénoméne de diffraction par un assem-
blage périodique, tel que celui rencontré lors de la diffraction d’une onde lumineuse par un

cristal. Cette analogie permet d’établir une loi similaire a la loi de Bragg pour la diffraction
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

dans un cristal a la spectroscopie Brillouin* :
2A cosy = mA = 2A cos (0/2) (1.5)

ici, A ne représente plus la distance réticulaire, mais plutot la longueur d’onde de 'onde
mécanique observée, ¢, est ’angle entre le rayon incident et la direction de propagation de
I'onde mécanique (analogue & la normale aux plans interréticulaires), m est un entier et A
est la longueur d’onde de 'onde lumineuse incidente. L’angle 6 représente ’angle entre le

rayon incident et le rayon diffusé.

Comme 'onde mécanique est supposée ici harmonique, m doit étre égal & 1. Ainsi, pour une

onde mécanique statique, I’équation 1.5 devient :

2 | ko

cos (0/2) = |q] (1.6)

ici, ko représente le vecteur d’onde de I'onde lumineuse et ¢ est le vecteur d’onde de 'onde

mécanique. Rappelons qu'un vecteur d’onde k est lié a une longueur d’onde A par son mo-

dule : ‘E‘ =27/

Note : Parfois, 'angle 0 est défini non pas en fonction de la géométrie, mais comme ’angle
entre les vecteurs d’onde incidents et diffusés, ce qui s’écrit #/ = 7 — 6. Cette différence
conduit & une réécriture de ’équation 1.6 ou le cosinus est remplacé par un sinus, forme la

plus souvent rencontrée dans la littérature portant sur la spectroscopie Brillouin.

Pour une onde mécanique dynamique, rien n’impose la conservation du moment entre I’'onde

lumineuse incidente et réfléchie. Ainsi, 'expression 1.6 se généralise sous la forme suivante :

s

iy — /20‘ (1.7)

En pratique, ks et ko sont du méme ordre de grandeur en spectroscopie Brillouin. Nous ap-

prochons I’équation 1.7 par I'équation 1.6.

Nous avons établi que la géométrie d’observation dictait la direction de propagation de l'onde

4. Cette loi est obtenue en définissant un déphasage entre les ondes diffractées a différents plans, multiple
de 27. Cette logique se retrouvera & plusieurs reprises dans la thése, et un calcul général sera présenté en
Annexe A.1.
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1.3. Diffusion de la lumiére par une onde mécanique

mécanique et avons défini le vecteur d’onde de cette onde mécanique dans cette section. Nous
avons donc abordé le phénoméne de diffusion Brillouin du point de vue spatial. Intéressons-

nous maintenant a ’aspect temporel du phénomeéne.

1.3 Diffusion de la lumiére par une onde mécanique

1.3.1 Effet de la fréquence de I’'onde mécanique

Une onde mécanique ou lumineuse peut se définir & travers une équation d’onde qui couple
un caractére spatial et un caractére temporel, a travers le vecteur d’onde et la fréquence
de 'onde. La section précédente abordait 1’aspect spatial de cette onde, cette section sera
dédiée a I'aspect temporel. Intéressons-nous donc a la fréquence des ondes lumineuses et

mécaniques en jeu dans la diffusion Brillouin.

Schématiquement, nous sommes dans une configuration ot une onde présentant une certaine
fréquence est diffusée par une onde d’une autre fréquence. L’effet attendu sur 'onde diffusée
est donc l'effet Doppler-Fizeau : la fréquence de 'onde diffusée sera la somme des fréquences
des deux ondes. Le sens de propagation apparait aussi dans cet effet : si 'objet s’éloigne, la
fréquence de I'onde diffusée diminue de la fréquence de ’onde mécanique, mais s’il s’approche,
elle augmente. Ainsi, en posant v; la fréquence de I’onde lumineuse incidente et f la fréquence

de I'onde mécanique, nous pourrons ainsi exprimer la fréquence v, de 'onde diffusée comme :
ve=v, £ f=v,£V,/A (1.8)

ou V,, définit la vitesse de phase de I'onde mécanique : V,, = fA.

En combinant alors les équations 1.6 et 1.8, nous arrivons a :
Wy —wi = £21f = £V, |q] = £2 ‘/20‘ cos (0/2) V, (1.9)

ol w; et w, définissent les pulsations associées aux fréquences respectives des ondes incidentes
et diffusées. Ce phénomeéne induit donc deux décalages en fréquence de la lumiére diffusée par
rapport a la lumiére incidente : un décalage vers les fréquences plus faibles, et un décalage
vers les fréquences plus élevées. Nous appelons le pic spectral associé au décalage vers les

fréquences les plus faibles pic Stokes Brillouin. De la méme maniére, le pic spectral associé
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

au décalage vers les fréquences les plus élevées est nommé pic anti-Stokes Brillouin.

Ainsi, le spectre de 'onde lumineuse diffusée contient le spectre des ondes mécaniques qui

se propagent dans le milieu.

1.3.2 Effet de 'atténuation du milieu

Le spectre de 'onde mécanique n’est en pratique que la réponse du milieu a une onde
mécanique. Cette réponse est trés bien modélisée par celle d'un oscillateur harmonique
amorti[23, 24|. 1l existe plusieurs exemples d’oscillateurs harmoniques amortis, la figure 1.2
présente ainsi le mouvement d’un systéme masse-ressort, schématisé en figure 1.2a et la pro-

pagation d'une onde mécanique dans un amas cellulaire, schématisé en figure 1.2b.

Tout oscillateur harmonique amorti peut étre décrit de la méme maniére, par une méme
forme d’équation différentielle. Nous rappelons a titre d’exemple I’équation différentielle du
systéme masse-ressort amorti schématisé en figure 1.2a, ou le ressort présente une rigidité k,
I’amortisseur présente un coefficient d’amortissement b et la masse vaut m, et qui s’obtient

par 'application du principe fondamental de la dynamique :

mh + bh + kh = 0 (1.10)

h(t)— | m

FIGURE 1.2 — Analogie entre le comportement d'une onde mécanique dans un amas cellulaire
et un systéme masse-ressort en accord avec la modélisation proposée par Bottani et al.[24].
a) systéme masse-ressort, b) amas biologique.

L’équation différentielle d’un oscillateur harmonique pour une grandeur z, prend la forme

générique suivante :
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1.3. Diffusion de la lumiére par une onde mécanique

“o
Q

ol wy définit la fréquence propre (ou fréquence de résonance) de 'assemblage et @) son fac-

i+ —i+wir=0 (1.11)

teur de qualité®.

Ainsi, la fonction de transfert de I'oscillateur et donc le spectre des ondes mécaniques s’écrira :

1
FUJOyQ(w) = 1 +j(1/Q)(w/wo) — (W/WO)Q

(1.12)

Note : Ce spectre est défini par deux grandeurs : wy et () qui sont en toute rigueur dépen-
dante de la longueur d’onde de 'onde mécanique. En spectroscopie Brillouin, nous fixons la
longueur d’onde de 'onde mécanique par la géométrie d’observation et la longueur d’onde
d’illumination. Par conséquent, la pulsation de résonance wy et le facteur de qualité @ qui
sont observés sont en toute rigueur définie a la longueur d’onde du laser choisi et pour la

géométrie d’observation retenue.

Cette fonction de transfert se retrouvera donc logiquement dans celle du champ électrique
de I'onde lumineuse diffusée. Pratiquement cependant, nous ne regardons pas le champ élec-
trique en tant que tel, mais son intensité, définie via le vecteur de Poynting P = E x H. Dans
les milieux de propagation de I'onde lumineuse supposés diélectriques, linéaires, homogénes
et isotropes, une hypothése que nous faisons pour tous les milieux de propagation de I'onde
lumineuse observée, ce vecteur est proportionnel au module du champ électrique au carré et
donc :

(1.13)

Cela implique que nous ne verrons pas F(w) sur le spectre de I'onde diffusée, mais |F(w)|’,

qui prend la forme suivante :

1 1
Swp,r (W) o = (1.14)

(2 =)+ " (o — a4 ()’

ot nous définissons I' = wy /@) comme la largeur & mi-hauteur du pic spectral autour de la

pulsation de résonance wy.

5. Pour le systéme masse ressort, la fréquence de résonance est ainsi définie par wy = \/k/m et le facteur
de qualité @ = vkm/b. Pour le circuit RLC, la fréquence de résonance s’écrit wg = 1/v/CL et le facteur de
qualité @ = /L/C/R.
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

La Figure 1.3 illustre ainsi quelques spectres d’ondes mécaniques atténués a différents degrés.
Nous verrons a la fin de ce chapitre, que dans les échantillons biologiques, ces ondes méca-
niques présentent a nos longueurs d’onde, des pulsations propres autour de 5 GHz, mais des
atténuations différentes. Sur la figure 1.3, nous choisissons ainsi des atténuations, caractéri-
sées par la largeur a mi-hauteur des pics, allant de 100 MHz a 500 MHz. Cette figure a pour
but d’illustrer I'effet de I'atténuation sur les pics : plus la largeur a mi-hauteur est élevée et
plus 'amplitude du pic a la fréquence de résonance est faible. Par analogie avec 1’oscillateur
harmonique, nous pouvons interpréter cette observation en établissant que plus le facteur de

qualité est élevé donc plus la largeur est faible, et moins le milieu atténue ’onde acoustique.

—— [ = 100MHz
= 250MHz
—— I = 500MHz

o o o
L) (0)) oo
1 1 1

(Arbitraire)

o
N
1

Intensité Relative

o
o
1

O
N
o o o -
> (o)) oo (@)
1 1 1 1

©
N
1

Intensité Normalisée
(Arbitraire)

o
o
1

400 425 450 475 500 525 550 575 6.00
Décalage en fréquence (GHz)

FIGURE 1.3 — Ondes élastiques atténuées a différents degrés et spectres associés. a) Echelle
d’intensité unique pour chaque distribution d’intensité. b) Echelle d’intensité normalisée pour
I’ensemble des pics élastiques.

Nous pouvons & présent comprendre que sur le spectre de diffusion de I’onde lumineuse diffu-

sée, deux informations pourront étre extraites pour caractériser I’onde mécanique observée,
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1.3. Diffusion de la lumiére par une onde mécanique

et donc caractériser mécaniquement 1’échantillon observé :
— Le décalage en fréquence par rapport a ’onde incidente, qui est lié comme nous ’avons
vu a la vitesse de phase de ’'onde mécanique dans le milieu
— La largeur des pics de résonance, qui est liée a I'action atténuante du milieu sur I’onde

mécanique

L’amplitude de 'onde mécanique semble également étre un paramétre intéressant a obser-
ver, cependant nous ne le retenons pas, en pratique, dans nos études. Voyons maintenant

pourquoi.

1.3.3 Intensité de ’onde diffractée

Pour finaliser notre analyse de l'effet qu’aura une onde mécanique sur 'onde diffusée par
diffusion Brillouin, nous devons maintenant nous intéresser a I'intensité du pic diffusé. Cette

intensité s’écrit théoriquement |25, 26, 27| :

4
[ = vy s el (1.15)

Ao PV
avec Iy et g respectivement l'intensité et la longueur d’onde de 'onde lumineuse incidente,
Vs le volume diffusant I'onde lumineuse, KT 1’énergie thermique du phonon, € la constante
diélectrique, p;; les coefficients élasto-optiques de Pockels et p la densité volumique du ma-

tériau.

D’autres paramétres, tels que la nature du matériau, influent également sur l'intensité
des pics Brillouin. Il est donc rare d’utiliser I'intensité des pics Brillouin en spectroscopie

Brillouin, et nous ne nous intéresserons pas a ce paramétre dans I’analyse des échantillons.

Cependant, 'intensité des pics Brillouin présente un intérét particulier lors du dimension-
nement du spectrométre. En effet, cette intensité est souvent faible par rapport a 'intensité
des pics élastiques, ce qui nécessite de s’assurer que le spectrométre soit capable de détecter
les pics Brillouin. Le rapport d’intensité entre l'intensité du pic élastique et celle du pic
inélastique dépend de nombreux facteurs, mais il est possible de lui définir une borne infé-
rieure en utilisant le coefficient de Landau-Placzek |28, 29|. Ce coefficient mesure le rapport
d’intensité entre le rayonnement élastique résultant de la diffusion Rayleigh dans le maté-

riau, et le rayonnement inélastique issu de la diffusion Brillouin. Il minimise donc le rapport
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

expérimental observé entre le pic élastique et le pic Brillouin, en négligeant en particulier
les réflexions sur toutes les optiques du systéme. Ce rapport reste cependant trés grand, ce
qui signifie que méme en négligeant les diverses réflexions sur les optiques, l'intensité du
rayonnement élastique restera bien plus intense que celle du rayonnement inélastique sur un

spectre Brillouin.

Pour utiliser ce rapport dans le dimensionnement du spectrométre, nous devons alors pouvoir
établir des ordres de grandeur pour les spectres Brillouin attendus. En particulier, nous
devons savoir quels sont les décalages en fréquence attendus et quel est I'ordre de grandeur
de la largeur des pics Brillouin. Cela nous demande donc de passer de cette analyse trés
théorique du phénomeéne a un modéle dérivé de notre développement. Pour établir ce modéle,

commencons par revenir sur ce qui est mesuré en spectroscopie Brillouin.

1.4 Microspectroscopie

En microscopie, la lumiére est focalisée pour observer des objets a une petite échelle. La
microspectroscopie définissant I’alliance entre la spectroscopie et la microscopie, nous allons
donc observer le spectre d’une lumiére focalisée diffractée par un échantillon. Cela implique
que nous n’observions plus une seule direction de propagation de l'onde mécanique, mais
un ensemble de directions. Ces directions sont représentées en figure 1.4a. L’illumination a
un ensemble d’angle 6;, décomposés sur la figure en angle avec ’axe de focalisation de la
lumiére 0, ; et en angle avec un axe orthogonal a I’axe de propagation de la lumieére ¢, ;. La
collection est, de maniére similaire, définie par un ensemble d’angle 6., décomposés sur la
figure en angle avec I’axe de collection de la lumiére 0, . et en angle avec un axe orthogonal

a l’axe de collection de la lumiere 0 .

Cette pluralité d’angles de collection et d’illumination, induit un élargissement des pics de
diffraction Brillouin|30]. L’approche proposée dans la littérature fait cependant ’hypothése
d’un faisceau a spectre angulaire uniforme, ce qui n’est en pratique jamais vérifié. En né-
gligeant ce spectre angulaire, les estimations d’élargissement des pics faits par la littérature
sont donc vraisemblablement surestimés. En effet, I’hypothése de la littérature implique que
les géométries ou les angles entre l'illumination et la collection sont les plus grands, soient

sur-représentées, amenant a une surestimation de 1’épaississement des pics.
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1.5. Interprétation de la spectroscopie Brillouin

Nous proposons donc ici d’affiner cette analyse, en prenant en compte le spectre angulaire
A (6:4,0,,) du signal incident dans le calcul de ’élargissement des spectres. En utilisant alors
I’équation 1.14 pour modéliser le spectre attendu, nous aurons, en suivant les notations de

la figure 1.4, un signal réel de la forme :

e T 3 T
Seal) = [ [ A 80) Sy ()00t O (116)
] ™

-5 J-nJ-5 J-m
Ou O est défini par I'ouverture numérique de 'optique de collection NA. = nsin© avec n

I'indice optique moyen de 1’échantillon.

En utilisant ’équation 1.9, nous pouvons poser w,(f) = w;gcosf/2, avec § défini comme
fonction de 6,;, 01, O, et 0:., suivant la notation de la figure 1.4a (voir annexe A.2). Il
est alors possible de simuler 1’élargissement du spectre en prenant en compte la nature du
faisceau incident. La figure 1.4b compare ainsi deux approches de la forme du faisceau : un
faisceau a spectre angulaire uniforme, et un faisceau a spectre angulaire Gaussien (définissant
un rayon Gaussien), dans une géométrie de rétrodiffusion (€ = 0°). Nous remarquons alors
que la prise en compte du spectre angulaire du signal réduit leffet prédit dans [30]. Cette
remarque prendra toute son importance dans ’approche en imagerie que nous proposons ici

a la spectroscopie Brillouin.

Notons finalement qu’en microscopie, I’ouverture numérique des optiques détermine la réso-
lution spatiale. Par conséquent, en microspectroscopie Brillouin, nous pouvons déja prédire
I’existence d’un compromis entre résolution spatiale et spectrale. Notons aussi qu’ici I’échan-
tillon était supposé isotrope. Gardons cependant a l'esprit que cette hypothése n’est pas
toujours vérifiée, et que ces différences mécaniques viendront complexifier I’étude et remettre

en question l'utilisation d’objectifs & large ouverture.

1.5 Interprétation de la spectroscopie Brillouin

1.5.1 Module Mécanique

Dans la géométrie d’observation généralement utilisée en spectroscopie Brillouin, et en par-
ticulier dans mes travaux : la rétrodiffusion, nous ne pouvons qu’observer des ondes longi-

tudinales (en opposition aux ondes transverses). Etant donné que nous observons a la fois
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FIGURE 1.4 — a) Géométrie de la microspectroscopie. Les indices correspondent & : a - axial,
t - transverse, ¢ - illumination, ¢ - collection, 0 - géométrie en configuration par faisceaux. b)
Comparaison de I’élargissement des pics spectraux pour une illumination présentant (gauche)
un spectre angulaire homogéne et (droite) un spectre angulaire Gaussien. La position du pic
est définie arbitrairement a 5 GHz et sa largeur a mi-hauteur a 10 MHz pour permettre
une visualisation claire de 1’élargissement du pic dit a 'ouverture numérique des optiques
utilisées. L’échantillonnage spectral est défini & 1 MHz.

la vitesse de cette onde longitudinale et son atténuation, nous avons accés a un module phy-
sique propre au matériau observé, c’est-a-dire a un parameétre dictant la propagation d’une
onde mécanique dans le milieu observé. Ce module peut donc étre compris comme une "im-
pédance mécanique", c’est-a-dire le rapport d’une grandeur extensive, ici la contrainte, par
une grandeur intensive, ici la déformation. Ce module mécanique est noté par convention :

M, et est défini pour une onde mécanique de pulsation wy et atténuation I'y, par :

oL P 2

p
M(ws) = — = —Sw? +i—5wsls (1.17)
A T

Ce module M (w;) régissant la propagation d’une onde longitudinale, se nomme "Module
longitudinal". 11 s’agit d’un nombre complexe dont la partie réelle est directement liée a la

vitesse de ’onde longitudinale dans le milieu, et la partie imaginaire a I’atténuation de celle-ci.
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1.5. Interprétation de la spectroscopie Brillouin

Le module longitudinal est une propriété intrinséque des milieux qui seront observés et il
nous permet de donner un autre sens au facteur de qualité. En reprenant la relation 1.14 et

les notations adoptées pour le spectre de ’onde diffusée, nous avons :

Qu,) = 22 = 2N (1.18)

Le facteur de qualité est donc non seulement un lien entre la largeur d’un pic spectral et
sa position moyenne, mais aussi un rapport entre la partie réelle et imaginaire du module
longitudinal, et ainsi un paramétre mécanique intrinséque des milieux. Nous remarquons, en
reprenant I’équation 1.17, que I'expression de ce paramétre est en soi indépendant du vecteur
d’onde de I'onde mécanique ¢ et de la densité du milieu observé p. Cela n’empéche pas sa
valeur de varier en fonction de la fréquence de 'onde mécanique mais il est particuliérement
intéressant car sa valeur est accessible facilement (par le rapport de la largeur du pic de diffu-
sion Brillouin par son décalage fréquentiel), et a un sens purement mécanique, indépendant
des propriétés optiques ou de la densité du milieu. En général, I'inverse de ce parameétre est
utilisé pour caractériser les milieux, sous le nom de Tangente de Perte Brillouin (ou BLT en

anglais pour Brillouin Loss Tangent), qui se définit comme :

BLT(w,) = = s o JRE)) (1.19)

La spectroscopie Brillouin est donc en apparence trés similaire a la spectroscopie Raman :
dans les deux cas nous regardons le spectre du signal diffusé, dans les deux cas une onde
induit un décalage en fréquence que nous observons sur une onde diffusée. Cependant, les
deux techniques différent par la nature de ce qui est observé : en spectroscopie Brillouin,
nous ne regardons pas la composition chimique de I’échantillon, mais plutét 'une de ses
propriétés mécaniques (le module longitudinal). Etant donné que la spectroscopie Raman
est plus largement développée que la spectroscopie Brillouin, il est pertinent de comparer ces
deux techniques afin de comprendre leurs similarités et leurs différences, avant de finaliser

cette section en présentant des ordres de grandeurs pour la spectroscopie Brillouin.

1.5.2 Spectroscopies Raman et Brillouin

Le développement fait pour la spectroscopie Brillouin peut également expliquer la spectro-
scopie Raman. Ces deux techniques différent en effet sur un seul point : les supports de

I’onde mécanique observée, ou dit autrement, la nature des éléments vibrants.
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En spectroscopie Raman, nous observons des vibrations d’atomes dans les molécules. Les
fréquences des vibrations alors en jeu sont relativement élevées : en général de 200cm™! &
5000 cm ™!, soit en termes fréquentiels : de 6 THz & 150 THz. En spectroscopie Brillouin, ce
sont des mouvements entre molécules que 1’on observe. Les fréquences sont donc beaucoup

plus faibles : de 'ordre de la dizaine de GHz.

Dans les deux cas, un spectre est collecté, et la compréhension de ce spectre passe par les
étapes décrites dans ce chapitre. L’interprétation du spectre par contre différe fortement : en
spectroscopie Raman, un grand nombre de liaisons atomiques sont observées, entrainant la
présence d’'un grand nombre de pics dans le spectre diffusé. Ces pics correspondent a tous les
états vibratoires actifs en Raman, et en particulier, aux vibrations entre liaisons chimiques.
En spectroscopie Brillouin, un seul pic sera le plus souvent visible : celui de la vibration haute
fréquence se propageant dans un milieu localement quasi-isotrope. Ainsi, la ol la spectrosco-
pie Raman améne une information essentiellement chimique (les liaisons entre atomes dans
une molécule), la spectroscopie Brillouin améne une information purement mécanique (la

propagation d’une onde mécanique a une échelle microscopique).

Cette différence de support d’onde induit des différences sur le déplacement d’une particule
par rapport a sa voisine. En spectroscopie Raman, deux atomes ou plus bougent en phase, le
reste des particules de I’échantillon bouge de maniére indépendante : on parle de régime vi-
bratoire (ou de phonon) optique. En spectroscopie Brillouin, un grand nombre de particules
se déplacent en phase, car il s’agit d’'un mouvement entre molécules : on parle de régime

vibratoire (ou de phonon) acoustique.

Ces différences expliquent que nous ne puissions pas observer un signal obtenu par diffusion
Raman de la méme maniére que nous observons un signal obtenu par diffusion Brillouin. Les
différences d’instruments en particulier pourquoi la spectroscopie Raman est beaucoup plus
répandue aujourd’hui que la spectroscopie Brillouin. Afin de clarifier les contraintes liées
a l'observation de spectres Brillouin, nous allons maintenant simuler un spectre Brillouin
pertinent pour notre étude : celui de l’eau, en reprenant les résultats présentés dans ce

chapitre.

22



1.5. Interprétation de la spectroscopie Brillouin

1.5.3 Ordres de grandeurs en spectroscopie Brillouin

Dans ce travail, nous appliquerons la spectroscopie a des échantillons d’origine biologique.
En biologie, ’eau est le composant majoritaire, et donc les propriétés mécaniques des échan-
tillons sont trés proches de celles de 'eau. Le spectre de I'eau obtenu dans une géométrie
de rétrodiffusion (# = 0°), avec un laser proche infrarouge (A = 780nm par exemple), se
caractérise théoriquement par un décalage en fréquence correspondant a la vitesse du son
dans I'eau, soit environ V,, ~ 1520m/s. Connaissant 'indice optique de I'eau (1.33), cela

aménerait a un décalage en fréquence, en accord avec ’équation 1.9, de :

2
Veauth = THV@ — 5.18 GHz (1.20)

De méme, la largeur d’un pic Brillouin d’eau peut s’estimer a travers le modéle de 1'os-
cillateur harmonique amorti. Dans ce modeéle[24] le facteur de qualité et donc la largeur a
mi-hauteur des pics spectraux dépendent de la viscosité longitudinale de 1’eau prise a la

fréquence d’observation (n(wg)), et de la densité de I'eau (p ~ 10% g.m=3)

V.
Qeau,th = T](p ? (121)

wg) |4l

La valeur de la viscosité longitudinale de 'eau aux fréquences utilisées améne alors a des
largeurs de pics de 'ordre de 300 MHz — 400 MHz pour 'eau [31, 32]. La figure 1.5 illustre le
spectre attendu pour les valeurs spécifiées pour 'eau. On y voit deux pics apparaitre & un
décalage en fréquence pris par rapport au laser de 5.182 GHz, suivant le calcul précédent.
Ces deux pics correspondent aux pics Stokes (décalage en fréquence vers les plus basses
fréquences) et anti-Stokes (décalage en fréquence vers les plus hautes fréquences) Brillouin,
dues au sens de propagation de l'onde mécanique suivant 1’axe d’observation. Dans cette

figure, la largeur des pics est de 300 MHz, suivant les estimations présentées ci-dessus.

Cette partie finalise la présentation du phénomeéne de diffusion Brillouin. Notons que ce
phénomeéne physique est fondamental dans le sens ot il apparait naturellement, dans tous
les matériaux. Cela nous encourage a vouloir 'utiliser dans I'étude des matériaux, et en
particulier, dans I’étude des matériaux biologiques. Pour ce type d’échantillon en effet, la
possibilité de mesurer sans contraintes, les propriétés mécaniques d’échantillons & des échelles
sub-micrométriques, est une perspective tres attirante. Dressons donc & présent un rapide

bilan des avantages de la technologie pour la biologie.
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FI1GURE 1.5 — Simulation du spectre Brillouin théorique de 1’eau en ’absence de diffusion
élastique. Le spectre est un spectre de décalage en fréquence avec des pics de diffusion
Brillouin situés aux valeurs théoriques calculées.

1.6 Intérét en Biologie

Au terme de ce premier chapitre dédié a la spectroscopie Brillouin, nous pouvons décrire ce
domaine comme ’analyse d’une onde mécanique dans un milieu, sans nécessiter de marquage
ni de contact direct avec 1’échantillon. Pratiquement, la spectroscopie Brillouin permet de
caractériser un milieu en mesurant certaines de ses propriétés intrinséques sans altérer celui-
ci. Cette particularité en fait une technologie d’analyse adaptée aux échantillons sensibles,

notamment pour 1’étude des échantillons biologiques vivants.

Compatibilité de la technique avec des échantillons biologiques FEtant donné que
tout échantillon vivant peut mourir, tous les échantillons d’intérét dans ce travail sont fra-
giles. La spectroscopie Brillouin présente ’avantage de ne demander d’intéractions avec ces
échantillons qu’a travers la lumiére. Ainsi, en choisissant des niveaux d’illumination faibles, il
nous est possible d’examiner des échantillons biologiques sans les endommager. La technique
peut également étre utilisée non seulement en laboratoire, mais aussi sur le terrain, comme
I'ont montré certaines études en ophtalmologie[33, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. De plus, elle est
compatible avec des mesures en milieu controlé, comme dans un incubateur, ce qui réduit

encore davantage I'impact de la mesure sur 1’échantillon.

Compatibilité de la technique avec d’autres analyses optiques La spectroscopie
Brillouin utilise une gamme de fréquences trés étroite, ce qui lui permet de s’intégrer faci-

lement a d’autres techniques d’imagerie comme la fluorescence, la spectroscopie Raman, ou
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I'imagerie de phase, facilitant ainsi les analyses complémentaires.

Résolution spatiale En ce qui concerne la résolution spatiale de la technique, deux li-
mites principales sont & considérer : la longueur d’onde de la lumiére utilisée, qui est soumise
a la limite de diffusion, et la distance caractéristique d’atténuation des ondes acoustiques
dans I’échantillon. Généralement, pour les échantillons biologiques, les hétérogénéités vis-
coélastiques permettent de négliger ’atténuation de 'onde mécanique par rapport a la li-
mite de diffusion[40]. Cela implique qu’en utilisant une lumiére visible, la résolution spatiale
maximale sera d’environ 500 nm, rendant possible I'imagerie mécanique intracellulaire sans

marquage.

Mesure de propriétés mécaniques sans contact Outre la possibilité d’imager, la spec-
troscopie Brillouin permet de caractériser les propriétés mécaniques de 1’échantillon dans la
direction de propagation de 'onde mécanique. Comme cette mesure est basée sur 'observa-
tion de I’onde mécanique, aucun contact direct n’est nécessaire, rendant possible 'extraction
de mesures de propriétés mécaniques dans des amas cellulaires, ce qui serait autrement

presque impossible.

Coiit de mesure Etant donné qu’aucun marqueur n’est nécessaire, le cotit d’'une mesure
se limite a I'instrument de mesure lui-méme, éliminant ainsi les dépenses liées aux marqueurs
et aux manipulations nécessaires pour les introduire dans les échantillons. Cela rend la spec-

troscopie Brillouin plus économique et efficace pour de nombreuses applications.

La spectroscopie Brillouin a donc un intérét certain dans I’étude d’amas cellulaires et plus
précisément, dans I’étude de leurs propriétés mécaniques. Nous allons donc maintenant nous

intéresser aux besoins insturmentaux qui découlent de cet intérét.

1.7 Besoins d’un spectromeétre Brillouin

1.7.1 Laser

Pour obtenir un spectre Brillouin, des conditions nécessaires sur les instruments de mesure
peuvent étre établies & partir de la présentation du phénomeéne faite précédemment. Nous
proposons ici de commencer par le choix du laser, qui est prédominant. Ce choix se résume

a trois parameétres :
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

— La longueur d’onde du laser
— La largeur du pic d’émission du laser

— Le niveau d’émission spontanée amplifiée du laser (ASE)

Dans un contexte biologique, la longueur d’onde du laser privilégiée se situe dans une "fe-
nétre spectrale biologique", située entre 700nm et 1000 nm [41]. Cette fenétre permet de
limiter ’absorption de la lumiére a la fois par les protéines, les lipides et par I'eau et donc
minimise la phototoxicité. Dans ce travail, nous avons donc choisi un laser a 780 nm, qui pré-
sente 'avantage de pouvoir étre absorbé par une cellule de Rubidium, qui peut ainsi servir

de filtre a la lumiére renvoyée élastiquement par 1’échantillon|42].

La figure 1.6 schématise I'importance des besoins en largeur de pic et d’ASE du laser. En
figure 1.6a, un spectre Brillouin obtenu avec un laser présentant une largeur de pic trop
importante, et un ASE nul est modélisée. Nous voyons que les pics Brillouin sont "noyés"
dans le pic laser et donc il sera difficile de les utiliser. En figure 1.6b, la largeur du pic laser
est maintenant réduite pour ne pas affecter les pics Brillouin mais le niveau d’ASE simulé est
maintenant trop haut. Nous voyons qu’ici aussi, il sera difficile d’extraire les pics Brillouin et
de les analyser. La figure 1.6¢ présente finalement un laser acceptable pour I'étude des pics
Brillouin, présentant un niveau d’ASE compatible avec l'intensité des pics Brillouin et une

largeur de pic permettant de les observer.

Pour un échantillon biologique, la section 1.5.3 prévoit un décalage de l'ordre de 5 GHz. Pour
pouvoir observer le spectre de la lumiére diffractée par diffraction Brillouin, nous devons donc
avoir :

Ilaser(5 GHZ) < [Bm’llouin (122)

avec [jqser(v) Uintensité du laser définit & une fréquence v de son maximum, et g iouin

I'intensité maximale du pic Brillouin.

En premiére approche, 'intensité du pic Brillouin d'un échantillon biologique peut étre es-
timée via le coefficient de Landau-Placzek, qui donne le ratio de I'intensité du pic Brillouin
par celle du rayonnement Rayleigh issu uniquement de 1’échantillon observé [26]. Technique-
ment, nous pouvons le voir comme un cas parfait ou I’échantillon ne diffuse pas la lumiére

et ou aucune réflexion sur les composants optiques ne se retrouve dans le signal. Ce coeffi-

26



1.7. Besoins d'un spectrométre Brillouin

a
S 25 | |P) )
520 |
<15 1
£1.0] 1
c
g0 J\ Jk |
S 0.0 , : , : , , |
-10 0 10 -10 0 10 -10 0 10
Décalage en Décalage en Décalage en
Fréquence (GHz) Fréquence (GHz) Fréquence (GHz)

FIGURE 1.6 — Illustration des caractéristiques nécessaires pour le laser en spectroscopie
Brillouin. Sur les trois figures, le signal observé est le signal optimal, ou la seule source
de bruit vient du laser. a) Laser trop large pour observer correctement les pics Brillouin.
b) Laser trop bruité (ASE) pour observer correctement les pics Brillouin. ¢) Laser avec un
niveau de bruit (ASE) et une largeur assez faible pour I'observation de pics Brillouin.

cient pour l'eau, est de ordre de 0.01]29], soit Ij4se,r(0) = 2001Bi10uin- En admettant que
la condition 1.22 soit vérifice pour Ijser(5 GHz) < 101pi0uin, cela impose une extinction
du laser a 5 GHz de 10log 1/2000 = —33dB. Si le laser présente une distribution spectrale
Lorentzienne, notre dimensionnement implique une largeur de pic inférieure a 200 MHz et

un niveau d’ASE inférieur a —33 dB.

A 780nm, la seule source de rayonnement laser accessible aujourd’hui, est le laser diode.
Les lasers diode présentent usuellement des largeurs de pic inférieures 1 MHz et des niveaux
d’ASE rarement supérieures a 40dB. Cela veut donc dire que pour notre implémentation,
nous devrons prévoir un étage de filtrage de I’ASE pour notre laser. Nous reviendrons sur ce

filtrage en chapitre 3.

Aprés avoir établi les besoins de I'illumination, nous pouvons maintenant nous tourner vers

les besoins du spectrographe que nous utiliserons pour obtenir les spectres Brillouin.

1.7.2 Spectrométre

L’instrument de mesure sera, comme dit en introduction de ce chapitre, défini par son
contraste. Ce contraste s’obtient via la fonction d’étalement de I'instrument, ou Point Spread
Function (PSF) en anglais, a travers le pouvoir de résolution %,. Cette grandeur définit la
distance minimale entre deux pics spectraux pour que la réponse de l'instrument permette

de les différencier. La figure 1.7 donne une description schématique de ce paramétre. En
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Chapitre 1. Microspectroscopie Brillouin

figure 1.7a et b, nous simulons la réponse d'un spectrométre (en bleu) a un spectre Brillouin
(en noir). En figure 1.7a, le pouvoir de résolution du spectrométre est trop faible, et il est
difficile d’identifier correctement les deux pics Brillouin observés. En figure 1.7b maintenant,
le pouvoir de résolution est plus important, et nous voyons clairement se détacher les deux

pics Brillouin sur la simulation du spectre renvoyé par le spectromeétre.

=
N

o
B

Intensité (Arbitraire)
o
o

-15-10 -5 O 5 10 15 -15-10 -5 O 5 10 15
Décalage en Décalage en
Fréquence (GHz) Fréquence (GHz)

F1GURE 1.7 — Illustration des caractéristiques nécessaires pour le spectromeétre en spectro-
scopie Brillouin. Sur les deux figures, le signal observé est le signal optimal, sans aucun bruit.
a) Pouvoir de résolution trop faible : les pics ne peuvent pas étre identifiés indépendamment
I'un de I'autre b) Pouvoir de résolution suffisant : les pics peuvent étre différenciés.

Le pouvoir de résolution se définit généralement aux fréquences d’intérét en spectroscopie

Brillouin, comme :

A v

%=~ Ay

(1.23)

Ou A (respectivement v) définit la longueur d’onde (respectivement la fréquence) autour de
laquelle le pouvoir de résolution est défini et A\ (respectivement Av) la largeur a mi-hauteur
en longueur d’onde (respectivement en fréquence) d’'un pic spectral. Notons que ’approxi-
mation est ici valide car les largeurs de pics en jeu comparées a la fréquence ou longueur

d’onde moyenne des signaux sont négligeables.

Les ordres de grandeurs définis en 1.5.3 prévoient I'apparition, sur notre spectre, de deux
pics, séparés tous deux d’environ 5GHz de la fréquence du laser vy = ¢y/(780.107%). Le
pouvoir de résolution minimal du spectrométre en ’absence de pic élastique, devra donc
étre de Zomin = 10/10"Y = 4.103. Cette valeur est une limite basse au pouvoir de réso-
lution attendu pour l'instrument. En particulier, si la largeur des pics Brillouin doit étre

mesurée, un pouvoir de résolution supérieur a 4.10% sera nécessaire. Notons que ce dimen-
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sionnement part du principe que le pic spectral du laser a une largeur nulle. En pratique,

un pouvoir de résolution bien supérieur & 4.10% est donc nécessaire en spectroscopie Brillouin.

En général, nous choisissons d’utiliser des spectrographes "VIPA" (pour "Virtually Ima-
ged Phased Array" ou Réseau de sources virtuelles déphasées) pour ce type d’analyse. Un
spectrométres VIPA présente un pouvoirs de résolution usuel de l'ordre de %, ~ 7.10°.
L’utilisation de ce type d’instrument est donc cohérente avec les échantillons que nous sou-
haitons observer. L’optimisation de cette classe d’instrument représentera donc le coeur de

ce manuscrit.

1.8 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons donné une description a la fois simple et compléte de la micros-
pectroscopie Brillouin, en mettant 1’accent sur son application en biologie. Nous avons ici
poussé I'analyse du phénomeéne jusqu’a établir des simulations pour étudier les réponses at-
tendues pour les échantillons d’intérét dans cette thése, & savoir les amas cellulaires. A 'issue
de ces simulations, nous avons pu établir que le spectrographe VIPA était adapté pour obser-
ver les spectres issus de ces amas. L’intérét de cet instrument et son impact dans ’application
de la spectroscopie Brillouin a la biologie sont indéniables. Cependant, les implémentations
de ce type d’appareil sont souvent assez limitées et nous nous proposerons donc, dans le
prochain chapitre, d’explorer une de ses potentielles améliorations : 'utilisation d’une fibre

optique multimode pour le couplage d’un faisceau lumineux vers cet instrument.
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Chapitre 2

Utilisation du Spectrométre VIPA avec

sources étendues

Le premier chapitre a introduit la spectroscopie Brillouin dans son ensemble : les origines
de la diffusion Brillouin, sa modélisation, la forme des spectres et les besoins en termes
d’équipements pour observer ce phénomeéne. Nous avons ainsi vu que le spectrométre VIPA
était un instrument capable d’obtenir ces spectres. L’utilisation de cet instrument est bien
établi dans la littérature, en particulier dans son implémentation fibrée, sous la forme d'un
spectromeétre VIPA fibré par une fibre monomode [43, 44, 14]. Dans ce chapitre, nous nous

intéresserons au fibrage de l'instrument par les fibres optiques multimodes.

Cette approche présente un intérét pratique car le couplage d’un signal dans une fibre multi-
mode est souvent plus aisé que dans une fibre monomode. L’intérét est également théorique,
en termes de flux lumineux, car le nombre de modes d’une fibre multimode est lié¢ a I’étendue
du faisceau qu’elle transporte. Ainsi, I'utilisation d’une fibre multimode permettra d’accroitre
le flux lumineux ® transporté, défini comme le produit de la luminance de la source L par

son étendue géométrique G :

o= LG (2.1)

avec le flux lumineux ® donné en W, la luminance L en W.m~2.sr~! et I’étendue G en m?2.sr.

Ainsi, I'utilisation d’une fibre multimode, amenant & 1'utilisation de faisceaux de plus grande
étendue que les signaux issus de fibres monomode, semble intéressante pour accroitre de ma-
niére simple la luminosité de 'instrument. Cette idée est cependant mise en défaut dans
la littérature, a travers I'étude de Meng et al. [45] ou les auteurs estiment les paramétres

d’un spectrométre VIPA nécessaires a la transmission optimale d’un faisceau issu d’une fibre
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multimode. Ces estimations aménent alors a conclure a l'inefficacité du spectrographe VIPA

fibré par fibre multimode.

Notons que le résultat présenté dans I’étude fait I’hypothése d’un couplage total du signal[45].
Or T'utilisation de sources a large étendue dans les spectrométres VIPA est déja rapportée
dans la littérature, a travers un couplage de la lumiére dans le spectrométre via un dia-
phragme confocal [46, 45, 47, 48, 42, 49, 50, 51], ou une fente [52, 53], sans que ’hypothése
de couplage optimal ne soit considérée. Dans ce chapitre, nous partirons donc du principe
que le couplage n’est pas optimal et que seule une partie du signal est couplée. Dans cette
approche, nous quantifierons rigoureusement les pertes induites par 'utilisation d’une source
étendue, et en particulier, d’une fibre multimode, dans un spectrométre VIPA. Cela nous
ameénera alors a revoir la conclusion de la littérature et a envisager 'utilisation de ce type

de source.

L’utilisation de fibres multimodes, ou de maniére équivalente, de sources a large étendue,
dans les spectrométres VIPA souléve également la question de la réponse de l'instrument.
Rien n’assure en effet que I'instrument se comporte pareillement lorsque fibré par une fibre

monomode ou multimode.

Ce chapitre commencera donc par un bref rappel de I'étendue géométrique d’un faisceau
lumineux et en particulier le lien qui existe entre ’étendue d’un faisceau issu d’une fibre
optique et le nombre de modes qu’elle porte. Nous reviendrons alors sur le fonctionnement
schématique d’un spectrométre VIPA, et en particulier sur son architecture. Celle-ci nous
permettra de comprendre pourquoi a premiére vue, 'utilisation d’une source étendue pose
probléme dans ce type d’instrument. Nous quantifierons alors le couplage de ’étendue dans
un VIPA en fonction de I’étendue de la source, nous amenant a revoir la conclusion de Meng et
al. sur I'utilisation de fibres multimodes dans les spectrométres VIPA. Suivra alors une étude
expérimentale montrant le comportement réel d’un spectrométre VIPA lorsque des sources
de différentes étendues sont utilisées. Cette étude mettra en lumiére un comportement de
I'instrument différent de celui d’un spectromeétre VIPA couplé a une fibre monomode. Cette
observation nous aménera alors & modifier la modélisation du spectrométre VIPA et a la

généraliser pour notre cas.
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2.1. Etendue et fibres optiques

2.1 Etendue et fibres optiques

La quantité d’espace occupé par un faisceau lumineux ne peut pas, comme pour un objet
solide, s’exprimer sous la forme d’un volume, car la lumiére a une nature propagative. Nous
devons ainsi nous ramener a ce qui définit I’espace occupé par un faisceau lumineux : la
surface de la source du faisceau et sa divergence. De cette notion découle 'expression de
I’étendue géométrique G d’'un faisceau, définie comme le produit de la surface de la source
du faisceau S par son angle solide 2 [54] : G = SQ. Dans le cas particulier d'un faisceau issu
d’une source plane et d’ouverture homogéne sur sa surface, I’angle solide peut s’exprimer en
fonction ouverture numérique N A [55] de la source : Q = 7N A?/n?, avec n I'indice optique
du milieu dans lequel est définie 'ouverture du faisceau. L’étendue géométrique prend ainsi
la forme suivante, pour un faisceau d’ouverture numérique N A, se propageant dans un milieu

d’indice n, issu d’une source plane de surface S :
G =n*SQ =rSNA? (2.2)

Cette approche peut se généraliser a tout faisceau, via un calcul intégral d’étendues infini-

tésimales sur la taille du faisceau. C’est ce que nous ferons dans la suite de ce chapitre.

Pratiquement, 1’étendue lie ainsi la surface d’un faisceau a son ouverture et donc pour une
étendue donnée, il existera plusieurs configurations de faisceaux présentant des divergences
et des surfaces différentes. C’est ce qu’illustre la figure 2.1 : en figure 2.1a, le faisceau présente
une grande surface, mais une faible divergence alors qu’en figure 2.1b, la surface du faisceau
est plus faible et sa divergence plus grande. Il en résulte que les deux faisceaux présentent
des surfaces et divergences différentes, mais ont, malgré leurs différences, une méme étendue

géométrique.

Dans un systéme sans pertes, ce lien est trés intéressant, car I’étendue est alors conservative.
Cela ameéne a la possibilité de dimensionner un systéme optique en fonction de ’étendue du
faisceau. En fonction des besoins dans le systéme optique, nous pouvons alors faire varier
la divergence du faisceau via sa taille, en utilisant par exemple un télescope. En particulier,
dans le cas de systémes optiques fibrés, cela permet de dimensionner le systéme en fonction
du nombre de modes de la fibre optique. En effet I’étendue d’une fibre optique, G, est liée a

son parameétre de fibre V,,;, (V-number en anglais)[56], lui-méme lié au nombre M de modes
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a) b)

FIGURE 2.1 — Représentation de deux faisceaux de méme étendue. Le faisceau de gauche
(a) a une surface d’émission quatre fois plus grande que le faisceau de droite (b), mais une
ouverture deux fois plus faible, de sorte que, malgré la différence entre les deux faisceaux,
leur étendue est identique.

propres supportés par la fibre :

Vip = QTﬂa\/nz —n2= 277TCLNA = ;@ ~ V2M (2.3)

avec a le rayon du cceur de la fibre, VA son ouverture numérique définie par les indices
optiques du ceeur et du revétement de la fibre optique n. et n, : NA = \/W et G
I’étendue de la fibre optique. Ainsi, pour tous les systémes optiques fibrés, plus la fibre op-
tique couplée au systéme optique pourra transporter de modes, et plus le systéme optique
sera théoriquement lumineux. Cette idée indique qu'un spectrométre VIPA couplé & une fibre
optique multimode est plus lumineux qu’un spectromeétre VIPA couplé & une fibre mono-
mode. Avant de nous intéresser a cette proposition, revenons cependant sur le fonctionnement

d’un spectromeétre VIPA, et illustrons la limite que présente 1’étendue sur ce systéme.

2.2 Spectrométre VIPA

Le spectromeétre VIPA est un instrument dérivé des premiers systémes a VIPA qui étaient
initialement utilisés pour le démultiplexage de signaux [57, 58, 59, 60, 61]. Nous entendons
ici, par "démultiplexage de signal", la distribution d’un seul signal monochromatique entre
plusieurs utilisateurs. Dans un démultiplexeur & VIPA, la distribution du signal monochro-
matique intervient par une dispersion du méme signal, dans plusieurs directions. Dans ce
méme systéme, si un signal polychromatique est cependant utilisé, alors la distribution du
signal sur plusieurs directions se généralise en une dispersion en fréquence du signal, sur

plusieurs directions.
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2.2. Spectromeétre VIPA

Les systémes a VIPA viennent ainsi en pratique décomposer le spectre du signal, et donc
agissent comme des spectrométres. Cela introduit le concept de "spectrométres VIPA", un
instrument apparu au milieu des années 2000, notamment pour des applications liées a 1'uti-
lisation de lasers femtosecondes a peigne spectral ("femtosecond laser frequency comb" en
anglais) (62, 63|. Par la suite, le développement de ces spectrométres s’est progressivement
étendu a d’autres applications de spectroscopie : la spectroscopie Brillouin en 2008 [10], la
spectroscopie en gaz en 2012 [64], et plus récemment 1'astronomie en 2020 [65]. En parti-
culier, dans le contexte de la spectroscopie Brillouin, ces instruments sont venus remplacer
progressivement les tandems de Fabry-Pérot dans les applications biologiques. Cette transi-
tion a donné lieu & une renaissance de la spectroscopie Brillouin en biologie, réduisant les
temps d’acquisition usuels de 1s—100s a 100 ms — 105, en fonction de la précision spectrale

souhaitée [16].

Le spectrométre VIPA est un instrument basé sur l'utilisation du VIPA, dont 'acronyme
signifie en anglais : "Virtually Imaged Phased Array" ou, par une traduction littérale en
francais : "Réseau virtuel de sources déphasées". Ce nom décrit le role de 'instrument : per-
mettre a une source d’étre démultipliée dans ’espace, avec pour chaque source "virtuelle",

un déphasage différent.

L’obtention de cet effet est schématisé en figure 2.2, ot 'architecture d’un VIPA est illustrée.

Le VIPA est constitué de deux miroirs : un premier miroir totalement réfléchissant, de ré-

flectance r{ et un second miroir partiellement réfléchissant, de réflectance r5. Une région du
)

i iroir, la "fenétre d’entrée", est laissé he réfléchi t ttant a
premier miroir, la "fenétre d’entrée", est laissée sans couche réfléchissante, permettant & un
faisceau d’étre totalement transmis dans la cavité. Celui-ci va se refléter successivement sur
le premier et second miroir, amenant & un comportement similaire a celui d’'un Fabry-Pérot
[66]. Le second miroir du VIPA étant partiellement réfléchissant, a chaque réflexion, une
partie du faisceau est transmise avec un déphasage, induisant des interférences. Ces parties
de faisceaux transmises sont représentées en figure 2.2 et sont prolongées vers la gauche
pour indiquer la présence d’un point source équivalent pour chaque faisceau transmis. En
pratique, nous nous retrouvons donc bien avec une série de sources virtuelles du faisceau

focalisé dans le VIPA.

Le décalage entre les sources virtuelles dans le VIPA dépend ainsi de la position relative
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FIGURE 2.2 — Représentation schématique d’'un étalon VIPA.

des deux miroirs I'un & l'autre. Dans la géométrie usuelle du VIPA, les deux miroirs sont
paralléles. Cela implique que, suivant une direction de propagation, le déphasage entre deux
faisceaux sortant du VIPA, ou deux sources virtuelles, est fixe. C’est cette configuration qui
est reprise en figure 2.2. Nous avons ainsi représenté un décalage A constant entre chaque

source virtuelle.

Notons alors que le déphasage induit par le VIPA sur les sources virtuelles change avec
I’angle du rayon lumineux, c’est-a-dire, avec les fréquences spatiales du faisceau. Grace a ce
déphasage, nous obtiendrons une interférence constructive en sortie de VIPA si et seulement
si les différentes sources virtuelles induisant ces interférences sont en phase. Etant donné que
cette interférence constructive n’apparait que pour une longueur d’onde donnée, le VIPA
agit comme un filtre spectral sur chaque direction du signal dans le champ lointain. Pour
reprendre les termes de l'optique de Fourier [67], le VIPA est donc un filtre spectral de la

transformée de Fourier spatiale du faisceau lumineux.

Dans sa forme mathématique la plus simple, la fonction de transfert du VIPA Hy ;p4 pourra
s’exprimer comme la convolution d’un peigne de Dirac en fréquence spatiale et spectrale du

signal ¥y, x,,» par une réponse impulsionnelle que nous noterons ici Hy :

Hyipa(signal) = Xy, k, 2 (signal) * H; (2.4)

Cette expression montre qu’il est possible d’obtenir le spectre d'un faisceau en le décompo-
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2.2. Spectromeétre VIPA

sant en fréquences spatiales, c’est-a-dire en faisceaux unidirectionnels. Cela donne 'idée du
spectrométre VIPA ot le faisceau injecté est focalisé dans le VIPA : la puissance du faisceau
est ainsi distribuée sur un plus grand nombre de fréquences spatiales. Le VIPA agissant
comme un filtre spectral pour une fréquence spatiale donnée, dont la longueur d’onde trans-
mise dépend de la fréquence spatiale choisie, nous obtiendrons ainsi un appareil pouvant

résoudre un continuum de longueur d’onde.

La figure 2.3 vient schématiser cette idée : le faisceau est focalisé dans le VIPA. Etant donné
qu’a chaque direction de propagation, une seule longueur d’onde induira des interférences
constructives, chaque direction de propagation du faisceau sera attribuée a une longueur
d’onde, schématisée en figure 2.3 par une couleur. Ces directions de propagation peuvent
alors étre converties en positions en venant les focaliser sur un détecteur. Ce détecteur verra
alors apparaitre le spectre du signal sous forme d’un spectre d’interférence ot chaque lon-

gueur d’onde apparait en un point différent.
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FIGURE 2.3 — Schéma de principe du fonctionnement d’un spectrométre VIPA et des para-
meétres attenant a sa modélisation.

En reprenant ainsi la présentation du spectrométre VIPA, l'instrument sera constitué de
trois éléments principaux :
— Un composant optique pour générer une distribution d’angle sur le faisceau a analyser

(une lentille en figure 2.3).
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— Le VIPA, créant les déphasages entre les sources virtuelles et agissant comme un filtre
en fréquences spatiales et en fréquence spectrale.

— Un composant optique pour focaliser les rayons d'une méme direction en un point
(une lentille en figure 2.3), entrainant ainsi 'apparition d’un spectre d’interférence

sur le détecteur.

En pratique, il sera donc possible d’ajuster trois paramétres principaux sur un spectromeétre
VIPA

— La focale de la lentille créant la distribution en angle, notée fpa.

— L’angle d’inclinaison du VIPA par rapport a ’axe optique du signal, noté .

— La focale de la lentille de focalisation sur le détecteur, notée fg.

S’ajoutent & ces paramétres les parameétres propres du VIPA, qu’il est donc impossible a
ajuster une fois le VIPA choisi, & savoir :
— Le matériau entre les miroirs, et en particulier, son indice optique ny;pa et son coef-
ficient d’absorption a.
— L’épaisseur du VIPA h.

— Les réflectivités des miroirs avant rq et arriére r,.

La "fenétre d’entrée" du VIPA est définie en fonction de 1’épaisseur du VIPA et de son angle
d’inclinaison. Il en résulte que le faisceau incident ne devra pas avoir une trop grande surface
au niveau de la fenétre d’entrée, ou sa transmission sera réduite. Dit d’une autre maniére,
donnée une surface de faisceau a la fenétre d’entrée, il faudra ajuster 'inclinaison du VIPA
pour y faire passer tout le faisceau. C’est en se basant sur cette idée que 'étude de Meng
et al. [45] avance I'impossibilité d’utiliser une fibre multimode dans un spectrométre VIPA,
en forcant 'optimalité de la configuration et en déduisant un angle d’inclinaison minimal du

VIPA qui n’est pas compatible avec la spectroscopie Brillouin.

En reprenant cependant la notion d’étendue, nous comprenons que cette approche est in-
compléte. Il est en effet possible de réduire la taille du faisceau en augmentant sa divergence,
et donc il est peut-étre possible d’injecter tout le faisceau d’une fibre multimode dans un
VIPA par cette stratégie. La question de la transmission d’un faisceau issu d’une fibre mul-
timode dans un VIPA est donc plus complexe qu’un seul ajustement de I’angle d’inclinaison

du VIPA. L’étude doit en effet se concentrer sur la proportion maximale de I'aire du faisceau
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2.3. Transmission d’étendue dans un spectrométre VIPA

qu’il sera possible de coupler avec une fibre multimode. En d’autres termes, il faut quantifier

le couplage d’étendue dans un VIPA donnée I'étendue d’un faisceau.

2.3 Transmission d’étendue dans un spectrométre VIPA

En reprenant le schéma du VIPA présenté en figure 2.2, nous voyons que la divergence du
faisceau est aussi limitante que la surface du faisceau dans ’estimation de son couplage dans
le VIPA, donnée une inclinaison du composant. Cela implique donc une limite sur 1’éten-

due maximale couplée dans le VIPA donnés un angle d’inclinaison et une étendue de faisceau.

Pour quantifier cette étendue couplée, nous allons décomposer le faisceau en rayons. Dans
notre approche, nous allons ensuite calculer la quantité de rayons couplés pour une éten-
due initiale de faisceau donnée. Cela nous permettra alors de remonter & un rendement de
couplage d’étendue. Pour ce faire, remarquons que ni la divergence ni le point d’intersection
entre le second miroir du VIPA et le rayon ne sont des conditions suffisantes au couplage
du faisceau. Cela résulte en deux limites sur le couplage du faisceau : le point d’intersection

entre le faisceau et le second miroir du VIPA et la divergence du faisceau.

Les figures 2.4a et b viennent illustrer ces deux limites. En figure 2.4a deux faisceaux de
divergences différentes intersectent le second miroir du VIPA a des positions différentes. En
fonction de cette position, les rayons sont couplés (représentés en vert) ou non (représentés
en rouge) dans le VIPA. Si maintenant un point d’intersection avec le second miroir est fixé,
la figure 2.4b établit une condition sur la divergence du faisceau pour garantir un couplage
dans le VIPA, les faisceaux n’étant couplés que si leur direction de propagation est dans
la zone verte. La figure 2.4c reprend cette analyse en tragant sur le profil transversal du
faisceau, la partie couplée en vert, et non couplée, en rouge. La transmission d’un faisceau
intervient donc ici comme une fonction de la divergence 5 du faisceau et d'un angle 0(x)

défini pour toute position x sur le second miroir du VIPA.

Note : Dans un soucis de normalisation de I’écriture des variables qui seront utilisées dans
cette section, toute variable prise dans le VIPA et soumise a son indice, sera augmentée d’un

prime. L’angle d’inclinaison du VIPA ¢ deviendra donc ¢’ et I’angle 6(x) deviendra 6'(z').

Avant d’établir I'expression de I'angle #’(z’), notons que nous définissons I’angle d’inclinaison
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FIGURE 2.4 — Illustration du couplage d’un faisceau dans un VIPA, paramétrisation de
I’étendue couplée et application numérique pour une source de luminance uniforme sur le
faisceau. a) Deux rayons d’inclinaisons différentes sont (en vert) ou non (en rouge) couplés
suivant leur point d’intersection avec le second miroir du VIPA. b) Donné un point d’inter-
section entre un ensemble de rayons et le second miroir du VIPA, seuls les rayons présentant
une divergence dans l'aire verte, caractérisée par l'angle 6(z) sont couplés. c¢) Schéma de
laire du faisceau focalisé sur le point indiqué sur la figure b, la partie verte (respectivement
rouge) correspond a la portion du faisceau couplée (respectivement non couplée). d) Ra-
tio d’étendue couplée dans un VIPA pour un signal de luminance uniforme en fonction de
I’étendue de la source et pour différentes inclinaisons du VIPA. e) Etendue absolue couplée
dans un VIPA en fonction de I’étendue de la source et pour différentes inclinaisons du VIPA.
L’étendue de deux fibres optiques fonctionnant & 780 nm : 'une monomode (SMF) et I'autre
multimode (MMF) présentant un cceur de 25um de diamétre et une ouverture numeérique de
0.1 sont ajoutées sur les figures d et e.

du VIPA par rapport a la direction de propagation du faisceau et considérons une symétrie
du faisceau en sortie de VIPA par rapport a cet axe. Par conséquent, I’angle d’inclinaison
du VIPA agira comme une limite haute & la divergence du faisceau. Deux cas sont donc a
différencier suivant la divergence du faisceau relative a I'inclinaison du VIPA, pour établir

I'expression de ¢'(z') :

0'(x') = min (26’,5’ + ¢/ — arctan (%)) st 8 <@
i

0'(z') = 2¢' — arctan ('%) i8>

40



2.3. Transmission d’étendue dans un spectrométre VIPA

Pour maintenant passer d’une condition sur le couplage d’un faisceau au calcul de I’étendue
couplée dans le VIPA, nous devons calculer I'angle solide couplé, pour une position de fo-
calisation du faisceau sur le plan arriére du VIPA Q4(z’) donnée. La figure 2.5a donne une
représentation de ce qu’est un angle solide : ’aire projetée sur une sphére de rayon unitaire
par un cone de base arbitraire dont I'apex coincide avec le centre de la sphére. Dans I’hypo-
these des petits angles, la courbure de la sphére peut étre négligée et donc le calcul de 1'aire

peut se simplifier en considérant ’aire du faisceau sur un plan : c’est ce que représente la

figure 2.5b.

b)

Hypothese des
\ petits angles

FIGURE 2.5 — Représentation schématique d’un angle solide et équivalence dans I’hypothése
des petits angles. a) Schéma des paramétres définissant un angle solide. b) Approximation
de la valeur de I'angle solide dans I’hypothése des petits angles.

Dans I'hypotheése des petits angles, le rapport de I’aire verte en figure 2.4c sur ’aire du cercle
dessiné par le faisceau sera alors le méme que celui de ’angle solide couplé sur I'angle solide
du faisceau focalisé au point . Cela améne alors a 'expression de l'angle solide Q4 () (voir

Annexe A.3) :

tan?(3' — 0'(z'))

tan? 3/
—sin (2 arcsin tan (tﬁa:n;g(x/)) )] (2.6)

Qa(x’) = (1 —cos ') |m — 2arcsin

L’étendue couplée sera alors l'intégrale de toutes les étendues infinitésimales composant le

faisceau. Si le plan de phase du faisceau est sphérique ! de rayon R/cos¢’, cette étendue sera

1. Cette formule s’applique en réalité a tout rayon ovaloide dont I'un des axes directeurs est celui de la
fenétre d’entrée du VIPA, par considération des invariances du probléme.
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alors l'intégrale pour les positions 2’ sur le second miroir du VIPA, allant de —R/cos ¢’ a

+R/cos ¢’ des faisceaux se focalisant a cette ordonnée x’. Pratiquement, I'intégrale s’effectue

donc sur le produit d'une aire égale a 21/(R/cos ¢')? — 2/2-dz’ (par le théoréme de Pythagore)
et de 'angle solide Q4 (") & cette ordonnée. En prenant en compte U'indice de réfraction du

VIPA cela donne :

R(B))

G =i 1pa [ 7 (e )2/ (R]cos P — 27)

cos ¢/

Notons que le diamétre du faisceau sur le second miroir du VIPA dépend de la divergence du
faisceau . Ces deux paramétres sont en effet liés par I’étendue du faisceau, via la conserva-
tion de I’étendue, ainsi que présenté en section 2.1. Cette étendue peut au choix s’exprimer
en utilisant les parameétres en espace libre R et § ou dans le VIPA via les paramétres associés
R/cos ¢’ et B' définis par la relation de Snell-Descartes. La conservation de 1’'étendue permet
alors d’exprimer cette étendue a travers I’étendue initiale du faisceau, caractérisée par un
diameétre () et une ouverture numérique NA :
02

G faiscean = TR*nYpysin® B = mR?sin? f/ = WZNA2 (2.8)
Afin de maximiser la dispersion du VIPA, il est généralement choisi de fixer 8 = ¢/, c’est-a-
dire une divergence de faisceau égale a I'inclinaison du VIPA. En prenant cette hypotheése,
nous tragons sur la figure 2.4d le ratio de I’étendue couplée dans le VIPA sur I'étendue de
la source, en fonction de I'étendue de la source et pour différents angles d’inclinaison du
VIPA. Dans le contexte de cette figure, nous choisissons un VIPA présentant une épaisseur

de 3.37 mm 2.

Sur la figure 2.4d, nous observons ainsi que plus I’étendue de la source augmente, et plus
le couplage est mauvais. Cela confirme donc notre premieére intuition : augmenter 1'étendue
du faisceau analysé affecte bien la transmission globale de 'instrument. Cependant, cela
ne devient vraiment limitant que pour les trés petites inclinaisons de VIPA. Pour les in-
clinaisons usuelles, soit environ 2°, les pertes de couplage du faisceau dans le VIPA sont
négligeables. En particulier, en comparant deux types de sources amenant des faisceaux
d’étendues différentes : une fibre monomode et une fibre multimode de 25um de diamétre

et de 0.1 d’ouverture numérique, le couplage de la fibre multimode est de 95% de ’étendue

2. Cette épaisseur donne un écart fréquentiel entre deux ordres d’interférence constructifs de 1cm™1, ce

qui correspond au VIPA utilisé dans cette thése.
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de sources a large étendue

contre 99% pour la fibre monomode. Les pertes qui sont donc théoriquement attendues sont
négligeables. L’analyse de Meng et al. [45] est donc correcte sur le fond, mais sa conclusion

ne l'est pas : les fibres multimodes peuvent bien étre utilisées dans les spectromeétres VIPA.

La figure 2.4e montre alors l'intérét d’utiliser une fibre multimode dans un spectrométre
VIPA. Sur cette figure, I’étendue couplée est représentée en valeur absolue et en fonction de
I’étendue du faisceau analysé. Ce que 1'on voit est que plus ’étendue de la source augmente,
plus I'étendue couplée augmente, et cela méme pour les petits angles. Par conséquent, en re-
prenant I’équation 2.1, plus I’étendue du faisceau analysé augmente et plus 'instrument sera
lumineux. Il en découle qu’il est non seulement possible d’utiliser des fibres multimodes dans

des spectrométres VIPA mais aussi intéressant, car cela rend I'instrument plus lumineux.

Ce résultat est théorique. Nous allons maintenant nous intéresser & une étude expérimentale

de la luminosité d’un spectrométre VIPA en fonction de I'étendue du faisceau analysé.

2.4 Accroissement expérimental de la luminosité d’un spec-
trographe VIPA par utilisation de sources a large

étendue

Nous avons établi en section 2.3 que la luminosité d’un spectrométre VIPA croit théori-
quement avec ’étendue de la source utilisée. Dans cette section, nous allons donc réaliser
des mesures expérimentales pour juger de cette conclusion. La conclusion tirée de la section
2.3 part du principe que nous utilisons une source lumineuse de luminance constante. Cela
est techniquement difficile a réaliser. Nous allons donc ici simuler une source de luminance
constante en focalisant la lumiére d’une lampe. En utilisant alors des fibres optiques de
différentes étendues, nous pourrons étudier au moins qualitativement la conclusion faite en

section précédente.

La figure 2.6a schématise le montage réalisé. Nous choisissons ici d’utiliser une lampe xénon
que nous viendrons filtrer autour de 765 nm car elle présente un pic d’émission & 765.5 nm
sur lequel nous souhaitons centrer notre mesure. Elle jouera le role de la source de luminance
constante. Cette source ayant une taille physique de quelques mm, nous plagons une lentille

devant la source afin de focaliser une partie des rayons sur une surface d’environ 0.5 mm.
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Un porte-fibre est placé au point de focalisation de la lentille, sur une monture permettant
des ajustements suivant les 3 directions de 1’espace. Une fibre optique monomode est alors
placée sur le porte-fibre qui est ensuite ajusté pour maximiser le signal collecté par la fibre.
Plusieurs fibres optiques d’étendue et donc de nombre de modes différents sont alors utilisées

pour simuler des sources d’étendues variables a luminance presque constante.

a) Lampe Monture
Xénon Porte-fibre
\ I/ ‘
N\ u  Spectrométre VIPA
~ fibré
/| Y
Lentille Fibre optique

interchangeable

MMF 105um
2 B —

442 0 2 4

y(mm)

FIGURE 2.6 — Evaluation expérimentale du gain en luminosité d'un spectrométre VIPA fibré
pour différentes fibres optiques utilisées. a) Schéma du montage. b) Figure d’interférence
obtenue en effectuant la mesure schématisée en a) avec une fibre monomode avec un temps
d’intégration de 1s. ¢) Figure d’interférence obtenue en effectuant la mesure schématisée en
a) avec une fibre multimode de 25um de diamétre de coeur et ouverture numérique de 0.1
avec un temps d’intégration de 1s. d) Figure d’interférence obtenue en effectuant la mesure
schématisée en a) avec une fibre multimode de 105um de diamétre de coeur et ouverture
numérique de 0.22 avec un temps d’intégration de 1s.

La figure 2.6b montre le spectre d’interférence collecté par le spectrométre pour une fibre
optique monomode (Thorlabs P1-780Y-FC-2). Des points lumineux apparaissent, correspon-
dant aux pics spectraux d’émissions de la lampe. La figure 2.6¢c montre ensuite le spectre
d’interférence collecté par le spectrométre pour une fibre optique multimode transportant
environ 50 modes (Thorlabs M67L02, fibre optique multimode de 25um de coeur et ouver-
ture numérique de 0.1). Des lignes lumineuses apparaissent ici, ces lignes semblent droites
et correspondent ici aussi aux pics d’émission de la lampe. Ces lignes peuvent étre consi-

dérées comme un étalement en largeur sur le détecteur du spectre obtenu par 'utilisation
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de la fibre monomode. Notons que le niveau de signal semble plus intense sur cette figure

que sur la figure 2.6b correspondant au spectre obtenu par I'utilisation de la fibre monomode.

La figure 2.6d montre enfin le spectre d’interférence collecté par le spectromeétre pour une
fibre optique multimode transportant environ 4500 modes (Thorlabs M43L02, fibre optique
multimode de 105um de coeur et ouverture numérique de 0.22). Des courbures lumineuses
apparaissent ici. Le centre de ces courbes suit le méme profil que celui présenté en figure2.6c.
Nous en déduisons donc que le spectre observé est le méme, mais les raies d’interférences sont
maintenant courbes. Cela nous amene a considérer que 1’étendue de la fibre agit comme un
étalement courbé en largeur sur le détecteur du spectre obtenu grace a la fibre monomode.
Notons que le niveau de signal semble étre ici plus intense que sur les figures 2.6b et c, ce

qui suggeére bien une luminosité du spectromeétre croissante avec I’étendue de la source.

Expérimentalement, la conclusion apportée par la section 2.3 est donc vérifiée : la luminosité
du spectrométre VIPA augmente bien avec I’étendue de la source. Cependant, cela n’est pas
le seul effet : les spectres se courbent aussi avec 'augmentation de ’étendue. Notons que la
littérature n’a jamais prévu de traiter ces courbures dans un spectrométre VIPA, car elle ne
les observe en pratique jamais dans des spectromeétres VIPA. Il en résulte que nous avons

donc bien un appareil en apparence plus lumineux, mais qui en I'état, ne peut étre utilisé.

Afin de comparer les niveaux de signal sur les spectres obtenus, nous devons ramener les trois
images, a un spectre unidimensionnel sans courbures. Cela demande que nous revenions sur

le modéle du VIPA.

2.5 Modélisation du spectrographe pour sources éten-

dues

La section 2.4 montre que 'utilisation de fibres multimode dans un spectrographe VIPA
induit des courbures des isofréquences. Ce comportement, qui peut étre rattaché a celui
observé dans les spectrométre VIPA utilisés pour la spectroscopie Brillouin par balayage
linéaire (line-scan Brillouin spectroscopy) [52, 53, 68|, est ici le paramétre limitant. En pra-
tique, ce sont effectivement ces courbures qui empéchent 'utilisation de fibres multimodes

a large coeur dans les spectromeétres VIPA. Nous allons dans cette section revenir sur la
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FIGURE 2.7 — Schéma d’un faisceau incident dans un VIPA avec paramétrisation cartésienne
de 'angle d’incidence. Le faisceau €; est ainsi incident avec un angle 6 avec la normale ey p4,
qui se décompose en angles 6, et 6, suivant la direction de dispersion du VIPA et I'axe de
sa fenétre respectivement.

modélisation de l'instrument afin de comprendre ces courbures, modéliser leur forme et les
corriger. Nous repartirons pour cela des modeéles établis de I’étalon de Fabry-Pérot [66], dont

le fonctionnement est trés proche de celui du VIPA, et du spectrométre VIPA [69, 70, 71].

Avant de présenter le modéle mathématique du VIPA, nous pouvons déja revenir sur ce
qu'implique I'utilisation de sources a large étendue dans un spectrographe VIPA. En repar-
tant du développement de la section 2.1, nous savons que ’étendue est proportionnelle au
produit de la surface d’un faisceau par le carré de sa divergence. Un faisceau de grande éten-
due sera donc un faisceau qui présentera soit une grande surface, soit une grande divergence,
soit les deux. En pratique, les optiques utilisées ont des tailles finies, la taille du faisceau
est donc forcément limitée par la taille des optiques utilisées. Il en résulte qu'un faisceau de

grande étendue aménera le plus souvent a un faisceau de grande divergence.

La divergence du faisceau est donc la notion centrale de cette section. Nous allons ici la
paramétriser en suivant le schéma donné en figure 2.7, en décomposant le faisceau en un en-
semble de rayons. Chaque rayon est orienté suivant un vecteur directeur unitaire €;, comme
schématisé en figure 2.7. La divergence de ce rayon peut alors étre prise soit par rapport au
vecteur normal au VIPA €y pa, via 'angle 6, soit par rapport a la direction de propagation

du faisceau Z, via les angles 6, et 0,.

L’utilisation de I'angle 6 est intéressante si nous ne nous intéressons qu’a l'effet du VIPA
sur un seul faisceau. Dans ce cas, la situation est identique & celle rencontrée dans la mo-

délisation d’un Fabry-Pérot [66] : le faisceau va se refléter successivement entre les deux
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miroirs et a chaque réflexion, une partie du faisceau sera transmise. Entre deux parties de
faisceau transmises par réflexions successives, une différence de marche optique apparaitra,
qui s’écrira : AS = 2n’h cos@'. Cette différence de marche induira alors un déphasage d entre

ces faisceaux défini comme [66] :

2
5= EAS = ;Qn’hcos 0 (2.9)

Une interférence constructive apparaissant lorsque ¢ = 2mm, ou m est un entier définissant

I'ordre d’interférence, nous aurons alors :

2
§ = TWZn’h cost =2mm (2.10)

Dans la seconde caractérisation de la divergence, avec les angles 0, et 6,, nous ne nous
intéressons plus a l'effet du VIPA sur un seul rayon mais & son effet sur I’ensemble du
faisceau. Etant donné que le VIPA ne vient pas modifier la direction des faisceaux, dans cette
approche, les angles 0, et 0, peuvent étre facilement reliés a une position sur le détecteur

(x,y), via la focale de la lentille sphérique située derriére le VIPA :

0, = arctanz/ fg (2.11)

6, = arctany/ fs

L’effet du VIPA sur chaque rayon individuel, défini par une divergence # prise par rapport
au vecteur normal au VIPA, peut alors étre réécrit en fonction de la nouvelle expression de
la divergence (6,,0,). Pour ce faire, il suffira d’expliciter le vecteur normal au VIPA éy/pa

et le vecteur d'un faisceau €;, dans le repére orthonormé (7, v, 2) :

gV]pA = (— sin @, 0, COSs QO)

(2.12)
€ = (sinf,,siné,, \/1 — sin® 6, — sin6,)

Suivant alors la géométrie de la figure 2.7, 'angle 6 s’obtiendra par le produit scalaire - entre
€; et Eyrpa : cost = €;-€ypa, amenant & une réécriture du déphasage qui cette fois-ci ne sera
plus fonction de ’angle du rayon observé, mais de la position résultante sur le détecteur. En
reprenant ici ’ajout d’une apostrophe dans la notation des grandeurs définies a l'intérieur

du VIPA, et donc soumises & son indice optique, établies en section 2.3, nous obtenons par
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FIGURE 2.8 — Déphasage modélisé pour un spectrométre VIPA classique (VIPA solide en
silice, de 3.37 mm d’épaisseur, incliné de 2°, focale de la lentille de focalisation sur le détec-
teur : 500 mm, détecteur de 8.192 mm par 8.192mm). a) Figure de déphasage pour un signal
monochromatique de 780 nm, issu de I’équation 2.13. b) Isofréquences des différents modes
visibles a la fréquence 1y = ¢¢/780 nm obtenues par l'application de 1’équation 2.14

la loi de Snell-Descartes [71] :

9 2

5= ;211\/[003 go\/l —sin? @, — sin*6, — sinpsind, | — 1+ n? (2.13)
Les interférences constructives apparaissent lorsque le déphasage est un multiple entier de
2m. La figure 2.8a montre ainsi le déphasage ¢ modulo 27 attendu sur un détecteur usuel
(8.192mm par 8.192mm), pour un faisceau monochromatique de longueur d’onde de 780 nm
et un VIPA d’épaisseur 3.37 mm, incliné & 2°. Sur cette figure, les interférences constructives

apparaissent ainsi clairement aux lieux de discontinuité. Ces lieux de discontinuité étant

courbes, cette modélisation vient expliquer la forme du spectre observée en section 2.4.

Nous pouvons ici souligner que si les lieux d’interférence constructive sont courbes, c’est que
la loi de dispersion n’est plus unidimensionnelle, comme classiquement rencontrée dans les
spectrométres VIPA fibrés par fibre monomode, mais bien bidimensionnelle. Il en résulte que
le spectrométre VIPA posséde non pas un mais bien deux axes de dispersions de la lumiére.
Au dela de permettre le traitement de spectres issus de source a large étendue, cette modé-
lisation ouvre aussi la voie a I'utilisation de VIPA standards pour des applications ou deux

axes de dispersion sont nécessaires, en particulier pour la spectroscopie Brillouin en angle
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(angle-resolved Brillouin spectroscopy) [51]. Nous reviendrons plus en détail sur ce point

dans les perspectives de cette thése.

En revenant a la figure d’interférence que nous observons en figure 2.8, nous pouvons in-
terpréter physiquement les interférences constructives comme les isofréquences d’un ordre
d’interférence du VIPA. Les lieux identifiés définissent effectivement 1’ensemble des points
du détecteur pour lesquels un signal monochromatique induira une interférence constructive
a un ordre d’interférence donné du VIPA. En reprenant le modeéle présenté ci-dessus, nous
pouvons remonter a la forme de ces isofréquences. En exprimant les positions x et y sur le
détecteur dans ’approximation des petits angles, nous obtenons que toutes les coordonnées
des points d’une isofréquence (z,y) suivent une loi hyperboloide de la forme (voir Annexe
A4
y? +ax? +br = c (2.14)
avec
a=—1—tan?p
b:mﬂ\/(fg_}f\f_{_l_nﬂ (2.15)

cos ¢

(e (1)

Cette équation est utilisée pour obtenir la figure 2.8b, représentant les isofréquences de

la figure 2.8a pour les paramétres donnés plus haut. Elle donne également accés a deux

méthodes pour relier le spectre d’interférence 2D observé a un spectre 1D :

— Nous pouvons redresser les courbures en nous basant sur la mesure d’une isofréquence,
et obtenir un signal 1D en sommant les colonnes. Dans ce signal, les canaux du si-
gnal définissent donc les lignes du détecteur et la valeur collectée dans chacun de ces
canaux sera la somme des intensités collectées sur cette ligne. Cette approche nous
permettra d’obtenir un spectre satisfaisant autour de l’isofréquence choisie, donc pour
des décalages en fréquence faibles. Cependant, plus les décalages en fréquences seront
élevés et plus les erreurs sur la courbure seront grandes, résultant en un élargissement
artificiel des pics observés. Dans le contexte de la spectroscopie Brillouin pour ’ana-
lyse d’échantillons biologiques, les spectres ressemblent tous a celui de 'eau |72, 73] et
donc cette approche est pertinente. Cette approche est la solution la plus simple pour
venir traiter le spectre Brillouin d’un échantillon biologique amené au spectrographe

VIPA via une fibre multimode.
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— 1II est également possible d’identifier une isofréquence en partant de la connaissance
de sa longueur d’onde. En faisant alors un fit sur les parameétres intervenant dans
I’expression de a, b et ¢ présentés sur le systéme d’équation 2.15, nous pouvons éta-
blir une carte 2D des fréquences du signal entrainant ’apparition d’isofréquences.
En réalignant alors tous les points sur une méme échelle en fréquence, nous pou-
vons remonter & un spectre 1D du signal. Cette approche nous donne 'avantage de
redresser ’ensemble du spectre et non plus une seule région de celui-ci, et donc de

ne plus étre limité aux applications ou de faibles décalages en fréquence sont attendus.

Le spectre de la lampe xénon étant étalé sur plusieurs nm, la figure 2.9b reprend la seconde
méthode pour redresser le spectre de cette lampe présenté en figure 2.6d. Ce redressement
s’obtient en venant reconnaitre les isofréquences correspondant au pic d’émission & 765.5 nm
sur la figure 2.6d. La figure 2.9a montre cette identification : les isofréquences sont ici fittées
et tracées en rouge. Les paramétres obtenus sont alors 'ordre d’interférence m, I’épaisseur
du VIPA h, l'indice de réfraction dans le VIPA n' et Iangle d’inclinaison du VIPA ¢. La
valeur retournée pour chacun de ces paramétres n’est pas une mesure physique de leur valeur
car ils sont nécessairement liés. Leur valeur nous donne néanmoins un moyen d’obtenir une
carte 2D des fréquences amenant a des interférences constructives. Cette carte nous permet

alors de redresser la figure 2.6d pour donner la figure 2.9b.

La figure 2.9c récapitule I’étude expérimentale de la luminosité d’un spectrométre VIPA en
fonction de I'étendue de la source. Elle représente les images 2.6b, 2.6¢ et 2.9b, sommées sui-
vant I’axe y pour obtenir un spectre 1D. Le niveau de signal observé pour une fibre optique
de 25pum de diamétre et 0.1 d’ouverture numérique est ainsi plus de 3.5 fois plus important
que pour une fibre optique monomode, pour un méme niveau de bruit. Le niveau de signal
observé pour une fibre optique de 105um de diamétre et 0.22 d’ouverture numérique est
quant a lui plus de 34 fois plus important que pour une fibre optique monomode, toujours
pour le méme niveau de bruit. Les valeurs théoriques attendues étant respectivement de 24 et
640 (voir figure 2.4) pour les paramétres utilisés ici, nous voyons cependant que nous sommes
loin de la théorie. Ces écarts peuvent s’expliquer par le fait que notre approche théorique
est trop approximative. Par ailleurs, la source n’est pas vraiment a luminance constante, et
I’alignement n’est optimisé que pour la fibre monomode. Le spectrométre n’est pas modifié
et donc le couplage dans le VIPA n’est pas optimal pour chacune des fibres. Nous pensons

que ces raisons expliquent aussi les quelques différences observées entre les spectres, en par-
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FIGURE 2.9 — Redressement du spectre d’un faisceau de large étendue par un spectrométre
VIPA. a) Spectre obtenu avec un faisceau issu d’une fibre optique multimode de 105um de
diamétre de coeur et de 0.22 d’ouverture numérique. Les isofréquences fittées sont représentées
en ligne rouge. b) Spectre de la figure a redressé. ¢) Comparaison des intensités entre les
spectres obtenus des différentes sources.

ticulier les creux observés & —3 mm et 2mm sur le tracé correspondant a la fibre de 105um.

Qualitativement cependant, nous retrouvons un gain de niveau de signal qui, méme s’il est
plus faible que celui attendu, n’est pas négligeable. Cela vient donc supporter le résultat
théorique de la section 2.3 et montre en tous cas qu’il est intéressant d’utiliser une fibre op-
tique multimode dans un spectrométre VIPA, et ce parfois méme sans avoir & en optimiser

les parameétres.

Notons également que les pics observés sur la figure 2.9¢ semblent tous avoir la méme forme :
aucun pic ne semble étre étalé. Cela vient ici confirmer que notre modéle corrige de maniére
satisfaisante les courbures. Cela nous permet donc d’utiliser des fibres multimodes dans des

spectromeétres VIPA.

En conclusion de cette section, il est possible d’utiliser un spectrographe VIPA fibré par

fibre multimode dans un spectrométre VIPA, et cela présente un double intérét : pour la
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Chapitre 2. Utilisation du Spectrométre VIPA avec sources étendues

stabilité globale du systéme optique et pour la luminosité de I'instrument. Cette approche
peut également étre dimensionnée pour fournir des spectres d’interférence similaires a ceux
obtenus pour un spectrométre VIPA standard (fibré par fibre optique monomode). Nous
choisirons ainsi cette approche pour la suite de ce manuscrit, et nous attarderons dans la

section suivante sur son dimensionnement.

2.6 Dimensionnement d’une configuration sans courbures

Pour ne pas observer de courbures des spectres d’interférences, nous pouvons reprendre le
modeéle développé en section précédente et fixer un seuil de courbure maximale des lieux
d’interférences constructives. La figure 2.10 schématise cette idée. Nous savons maintenant
que c’est la divergence du faisceau suivant I’axe de la fenétre du VIPA 6, qui induit des cour-
bures. Ces courbures ont une largeur dy suivant y mais également une hauteur dx suivant
I’axe x, 'axe de dispersion du VIPA. Il en résulte que la courbure peut en pratique se carac-
tériser par sa hauteur dx suivant I’axe x. Au centre de la courbure, dx peut se comprendre
comme une valeur de décalage en longueur d’onde d\. Il vient donc que nous pouvons re-
lier la largeur dy de la courbure a un écart en fréquence 6\, ce qui implique une relation

d’équivalence entre la divergence du faisceau suivant 1’axe y noté 6, et I’écart en fréquence .

Cette relation d’équivalence peut étre utilisée pour, donné un décalage en fréquence A,

établir une limite sur 6,, en revenant a I’équation 2.13 (voir annexe A.6) :

1 A
6, < arccos cosgp\/()\ +5)\) (cos?2p —1+n2)+1—n? (2.16)

Cette équation, combinée au principe de conservation de ’étendue, nous permet alors de
définir une taille minimale de faisceau et donc un moyen de dimensionner chaque composant

du spectromeétre, tel que représenté en figure 2.11, en fixant I’angle d’inclinaison du VIPA.

Ce dimensionnement se fait selon la procédure suivante :

1. Choisir une valeur de distribution angulaire sur le détecteur. Généralement, cette
valeur peut étre estimée en choisissant une résolution spectrale et en estimant la valeur
de la focale de la lentille sphérique située aprés le VIPA, généralement comprise entre

500 mm et 2m.
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FIGURE 2.10 — Schéma explicitant le lien entre la divergence d’un faisceau plan et la courbure
observée sur le spectre de ce faisceau par un spectromeétre VIPA.
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FIGURE 2.11 — Schéma du spectromeétre VIPA congu et utilisé au cours de cette these.
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Chapitre 2. Utilisation du Spectrométre VIPA avec sources étendues

2. Déduire de la valeur de distribution angulaire ’angle d’inclinaison du VIPA, via [71] :

df 2 [n? — sin®(p)]

~

dx T Asin(29)

(2.17)

3. Donnée cette valeur d’inclinaison, obtenir ’angle de divergence suivant y maximal

permis pour le faisceau afin de négliger les courbures, a ’aide de I’équation 2.16

4. En appliquant le principe de conservation de I’étendue, déterminer la taille du faisceau
minimale avant la lentille cylindrique. En déduire la magnification minimale de la fibre

optique avant la lentille cylindrique.

5. En soulignant que le couplage est optimal lorsque 'angle d’inclinaison du VIPA est
égal a la divergence selon x du faisceau apres la lentille cylindrique, choisir une lentille
de collimation du faisceau en sortie de fibre et une lentille cylindrique de focalisation

dans le VIPA respectant les critéres de divergence établis au point 3)

6. En veillant a éclairer tout le détecteur, choisir la lentille sphérique située aprés le
VIPA. Notons qu’a cette étape, la distribution angulaire définie au point 1) de-
vient une valeur de résolution spectrale pouvant étre exprimée en MHz.um™! ou

en MHz.pizel™?

Dans notre implémentation, deux éléments viennent complexifier ’approche : I’'ajout d'une
cellule de Rubidium et d’un filtre de Bragg. Ces deux éléments ajoutent pratiquement des
contraintes de tailles de faisceau, qui s’ajoutent & celles listées ci-dessus. Nous proposons
donc ci-aprés un compromis permettant un bon fonctionnement des éléments, en limitant
I’empiétement du spectrométre :
— Angle d’inclinaison du VIPA : 2°
— Source : Fibre multimode de 25um de diamétre de coeur et d’ouverture numérique de
0.1 (représentée en orange sur la figure 2.11)
— Focale du Collimateur de la fibre ("FC" sur la figure 2.11) : 18.4 mm
— Focale de la lentille cylindrique ("CL" sur la figure 2.11) : 200 mm
— Focale de la lentille sphérique située aprés le VIPA (notée "L5" sur la figure 2.11) :
500 mm
— Cellule de Rubidium ("Rubidium" sur la figure 2.11) : diamétre 19 mm
— Lentille de mise en forme du faisceau avant la cellule de Rubidium ("L1" et "L2" sur

la figure 2.11) : 35 mm et 150 mm
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— Filtre de Bragg (noté "Bragg" sur la figure 2.11) : diamétre 4 mm
— Lentille de mise en forme du faisceau apreés la cellule de Rubidium ("L3" et "L4" sur

la figure 2.11) : 35 mm et 150 mm

2.7 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons abordé la question de 'utilisation de sources a large étendue
dans les spectrométres VIPA. Nous avons mis en lumiére l'intérét théorique d’augmenter
I’étendue de la source en terme de luminosité d’instrument. Nous avons alors démontré par
un calcul d’étendue couplée que cette approche permet bien, dans les cas usuels, d’augmenter
I’étendue analysée par le spectromeétre et donc la luminosité de I'instrument, venant ainsi
compléter ’étude de la littérature, et justifiant 1'utilisation de fibres optiques multimodes
dans les spectrométres VIPA. Nous avons ensuite validé expérimentalement notre analyse en
effectuant des mesures sur une source Xénon avec plusieurs fibres optiques d’étendues dif-
férentes. Cette expérience a par ailleurs révélé une limite au modeéle établi du spectrométre
VIPA qui nous a amené a I’élargir pour les sources a large étendue. Ce travail nous a alors
permis de montrer qu’il était possible de résoudre les spectres issus de ces sources et que, ce
faisant, nous retrouvions les mémes informations spectrales. Le systéme que nous présentons
étant plus lumineux que ce que propose I’état de ’art, nous nous sommes penchés sur la
question de son dimensionnement pour qu’il retourne néanmoins des spectres similaires &
ceux présentés dans I’état de I'art. Nous avons alors débouché a un protocole de dimension-
nement du spectrométre complet qui, pour une résolution spectrale désirée, nous guide dans
la réalisation d’un instrument plus lumineux que I'état de I’art, mais retournant les mémes

spectres.
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Chapitre 3

Stabilisation du Spectrométre VIPA et

traitement des courbes

La spectroscopie Brillouin est basée sur un phénomeéne ot l'intensité de la lumiére diffusée
est extrémement faible. Afin de maintenir des niveaux de signal acceptables, il est donc
nécessaire d’utiliser des temps de mesure significatifs, qui varient de quelques dizaines de
millisecondes [74] & plusieurs centaines de millisecondes |75, 16]. Dans le cas de I'imagerie
Brillouin, ces temps de mesure sont multipliés par le nombre de points observés, qui peut
varier de quelques centaines a plusieurs milliers, résultant en un temps total de mesure allant
de quelques dizaines de secondes a une heure. La question de la stabilité de I'instrument de
mesure en imagerie Brillouin devient donc essentielle. Dans le cadre de cette thése, nous
utilisons un spectromeétre VIPA. A notre connaissance, aucune étude n’a caractérisé la sta-
bilité de ce type d’instrument ni proposé de méthodes de stabilisation. Ainsi, ce chapitre se
concentrera sur deux objectifs : identifier les sources d’instabilité et les corriger. L’objectif

final de ce chapitre sera de fournir des valeurs de référence de stabilité pour un spectromeétre

VIPA.

Lors d’une mesure Brillouin, les instabilités peuvent étre attribuées a deux sources indépen-
dantes : I'instabilité du signal mesuré, imputable aux instabilités en fréquence de la source
de lumiére utilisée, et 'instabilité de l'instrument de mesure lui-méme. Dans notre cas, la

source de lumiére est une diode laser.

La littérature propose une méthode pour stabiliser la fréquence de la diode laser : le "ver-

rouillage en fréquence" du laser. Cette méthode consiste a diviser le faisceau laser en deux et
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a centrer la fréquence de I'un des faisceaux sur la fréquence d’absorption d’un filtre de Notch.
Cela nécessite donc l'utilisation de filtres de Notch, qui aujourd’hui prennent la forme soit
d’une transition atomique |75, 68, 53|, soit d'un étalon de Fabry-Pérot [76]. Cette approche
présente toutefois un inconvénient majeur : le signal doit étre divisé et les deux signaux
obtenus doivent alors soit passer dans la méme cellule de Rubidium, soit dans deux cel-
lules distinctes. Cela complique le montage, entraine une perte du signal, et nous impose
une utilisation suboptimale de la cellule. Cette limitation est particuliérement contraignante
lorsque la puissance initiale du laser est faible, ou que celui-ci doit étre filtré pour affiner son
spectre autour d’une seule fréquence, comme dans notre cas. Afin de résoudre ce probléme,
nous introduirons donc une nouvelle méthode permettant de stabiliser une diode laser. Par
la suite, nous nous pencherons sur les instabilités spécifiques au spectrométre VIPA. Nous
chercherons ainsi a les expliquer en nous ramenant au modeéle établi en chapitre 2. Nous
réviserons alors les méthodes de traitement des spectres du spectrométre VIPA, notamment
I’établissement de 1’échelle en fréquence du signal a partir du spectre de diffusion enregistré
par le détecteur. En nous intéressant alors aux limites expérimentales rencontrées, nous pré-

senterons une nouvelle approche du traitement des pics du spectre du signal.

Dans ce chapitre, les méthodes développées seront ainsi caractérisées par deux parameétres :
— L’exactitude : I'écart des valeurs observées aux valeurs théoriques attendues
— La stabilité : les variations dans les temps des valeurs observées
Nous conclurons ce chapitre par une analyse expérimentale de notre dispositif en suivant la
mesure de différents échantillons de calibration, et nous établirons une liste de valeurs de

références pour la stabilité de cet instrument et ses caractéristiques réelles.

3.1 Instabilités du laser

L’utilisation de diodes laser & une longueur d’onde de 780 nm est courante dans la littérature
pour les applications de spectroscopie Brillouin en milieu biologique [42, 77, 38, 75, 39|. Ce
choix présente 'avantage de minimiser les effets phototoxiques, et permet 'utilisation d’une
cellule de Rubidium pour filtrer le rayonnement élastique, comme mentionné en chapitre 1.
Toutefois, pour que la cellule de Rubidium puisse filtrer le rayonnement élastique, il est cru-
cial que la fréquence de la diode laser corresponde & la fréquence d’absorption de la cellule.
Par conséquent, la stabilité en fréquence de la diode laser devient un élément critique. Mal-

heureusement, dans les conditions expérimentales, cette stabilité n’est pas toujours garantie.
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La littérature mentionne la présence d’instabilité du laser |78, 79, 42, 38, 80, 81, 15, 13, 82, 83|
et propose parfois des valeurs caractéristiques de ces instabilités : Shao et al. [81] observent
ainsi une instabilité de laser de 300 MHz sur 5 minutes, tandis que Ballmann et al. [84]
rapportent eux des variations de 'ordre de 5 MHz aux temps longs. Il est donc clair que ces
variations dépendent des lasers employés, et des conditions expérimentales de mesure. Dans
notre étude, nous utilisons une diode laser Eagle Yard EYP-DFB-0780-00050-1500-BFW11-
0005. Dans un contexte expérimental, donc dans un laboratoire non thermalisé, la valeur
d’instabilité observée est de 'ordre de 1 GHz/h. Cette valeur intervient comme une dérive :
elle affecte au temps long la fréquence du laser. Aux temps courts, donc aux échelles de

temps utiles pour 'acquisition d’une mesure, les instabilités sont négligeables.

La dérive du laser doit alors étre comparée a la largeur caractéristique du pic d’absorption
de la cellule de Rubidium, qui est d’environ 500 MHz. Pour une dérive de 1 GHz/h, cela
autorise un temps caractéristique de mesures sans réajustement des paramétres de la diode,

de l'ordre de la dizaine de minutes.

Le fonctionnement des diodes laser ne sera pas détaillé ici, car la littérature a déja couvert
ce sujet [85, 86|. Soulignons cependant qu’étant a la base un semiconducteur, une diode laser
est naturellement sensible a la température et a l'intensité qui la traverse. La stabilisation
de la fréquence de la diode laser passera donc par la correction de sa température et de son

intensité [87].

En nous basant sur ’observation de I'instabilité de la diode laser mentionnée, nous partirons
du principe que I'ajustement du courant ou de la température n’est pas parfait. Etant donné
le niveau technologique actuel des générateurs de courant, nous sommes portés a considérer
que la régulation de la température est le principal facteur a 'origine de ces instabilités.
Dans cette hypothése, une dépendance partielle de la température de la diode par rapport

a la température ambiante existerait.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons cherché a relier la température ambiante & I'in-
tensité traversant le laser données une température de consigne et une fréquence d’émission.
Pour garantir la fréquence du laser, nous nous inspirerons de ’approche de la spectroscopie

d’absorption saturée de l'isotope 85 du Rubidium. La spectroscopie d’absorption vise a dé-
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finir les fréquences auxquelles des atomes passent d’un état de base & un état excité en les
illuminant avec un faisceau dont la longueur d’onde est maitrisée et réglable. En pratique,
cela implique de faire varier la fréquence d’un laser et de mesurer I'atténuation induite sur
son intensité par une cellule remplie d’atomes d’intérét. En effectuant alors un balayage en
fréquence du laser, nous pouvons extraire le spectre d’absorption de la cellule et en déduire

les fréquences de transition des atomes, correspondant aux pics d’absorption de la cellule.

Dans notre cas, notre approche sera différente, car nous partirons de la connaissance des
fréquences de transition du Rubidium 85 [88], et nous les choisirons comme références. Nous
ne chercherons donc pas a extraire un spectre d’absorption de la cellule, mais au contraire a
extraire les parameétres du laser permettant de maximiser ’absorption par la cellule, donnée

une température ambiante.

La figure 3.1a illustre la configuration expérimentale d’un banc de spectroscopie d’absorption
saturée d’une cellule de Rubidium : un laser piloté en courant et température émet un rayon
qui traverse la cellule de Rubidium et dont l'intensité est mesurée en sortie. Cette intensité
est enregistrée par 'ordinateur qui pilote le laser. Dans notre approche, et pour vérifier notre
hypothése, nous ajoutons & ce banc une sonde de température, notée T2 sur la figure 3.1a,

qui mesurera la température ambiante.

La fréquence de la diode laser dépend a la fois de sa température et du courant qui la tra-
verse. Cela entraine 'existence de différentes combinaisons de températures et de courants
qui conduisent a la méme fréquence d’émission du laser. En d’autres termes, si la température
de la diode change, il est théoriquement possible de compenser les variations de fréquence
en ajustant le courant. Sur cette idée, nous fixons une température de consigne de la diode
laser, et faisons varier l'intensité traversant la diode pour retrouver la valeur d’intensité cor-

respondant a la fréquence de transition du Rubidium 85.

La figure 3.1b montre ainsi le déroulement classique d’'une mesure des paramétres du laser :
I'intensité traversant la diode laser est balayée autour de la fréquence de transition du Rubi-

dium pour une température de consigne donnée. A chaque valeur d’intensité, une mesure de

2. Nous sommes ici centrés sur la transition électronique principale de l'isotope 85 du Rubidium, cor-
respondant & la transition électronique 3Rb F, = 3 — F,, mais nous pouvons également commencer a
voir la transition située & 3 GHz de la transition principale, correspondante a la transition électronique
8Rb F, = 2 — F., autour des points 0, 50 et 100 [88, 89, 90]
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FIGURE 3.1 — Principe de la stabilisation en fréquence d’une diode laser par mesure de la
température ambiante. a) Schéma de principe du montage. b) Pics d’absorption de la cellule
de Rubidium obtenus en faisant varier I'intensité de la diode laser 2.

I'intensité lumineuse captée par la photodiode est effectuée. En superposant les deux tracés,
nous pouvons alors remonter a la valeur d’intensité maximisant 1’absorption de la cellule de
Rubidium, c’est-a-dire la valeur d’intensité assurant une fréquence de la diode laser égale a
la fréquence de transition du Rubidium 85. Dans le cas de la figure 3.1b, cette intensité est

égale a 164 mA.

La figure 3.1b nous permet aussi d’estimer ’équivalent, en termes de fréquences, d’une unité
de courant traversant la diode. Nous voyons en effet autour des points 0, 50 et 100, un nou-

veau pic d’absorption apparaitre. Ce pic correspond a une seconde transition de la cellule,
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Chapitre 3. Stabilisation du Spectromeétre VIPA et traitement des courbes

située a environ 3.5 GHz de la transition principale, sur laquelle nous sommes centrés. En
considérant que l'intensité de la diode affecte de maniére linéaire la fréquence du laser, il en
résulte que 1 mA de variation correspond & environ 1 GHz de décalage en fréquence de la

fréquence d’émission de la diode laser.

Notons que cette mesure peut facilement s’automatiser. Il devient ainsi possible de suivre
Iintensité du laser garantissant la fréquence d’émission voulue, dans le temps. En paralléle,
il nous suffit alors de mesurer la température a la sonde T2 pour suivre dans le temps la
température ambiante de la piéce. La figure 3.2a présente le tracé de l'intensité du laser
assurant la fréquence cherchée dans le temps et I'évolution de la température ambiante dans
le temps, sur un méme graphe. Une corrélation entre la température ambiante et 'intensité
du laser pour la longueur d’onde cible apparait alors clairement. Cela va donc dans le sens

de notre hypothese de départ : la température du laser n’est pas assez bien stabilisée.

La figure 3.2b change la présentation de la figure 3.2a en enlevant le parameétre de temps et
en tragant l'intensité du laser assurant la fréquence cherchée au laser donnée une tempéra-
ture de consigne en fonction de la température ambiante. La relation peut alors facilement

s’approcher par une relation linéaire (droite violette).

Cette relation linéaire empirique nous permet alors de lier I'intensité de consigne du laser
et la température ambiante mesurée pour garantir une fréquence d’émission de la diode.
Cette relation est ici présentée sur une plage de 3° C : la plage de variation empirique de la
température du laboratoire. Il en résulte que le laser obtenu est stable en fréquence dans le

temps, dans le laboratoire ot il est utilisé, et ce, sans perte de puissance du laser.

En pratique, cette solution nous a permis d’obtenir, aprés une calibration de la relation li-
néaire sur un week-end entier, un laser présentant une stabilité caractérisée par une dérive
inférieure a 250 MHz/mois en condition expérimentale®. Cette valeur est obtenue en utili-
sant le laser tous les jours de la semaine pendant un mois, en gardant la méme relation liant
intensité du laser et température ambiante, et en vérifiant que sur aucune des mesures faites,

le laser n’était sorti de la bande d’absorption du Rubidium.

3. Aucune mesure continue de plus d’'un mois permettant de remonter a la stabilité du laser n’a été
effectuée sur cette thése
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FIGURE 3.2 — Evolution de la consigne de courant de la diode laser et de la température
ambiante. a) Mesures indépendantes de I'intensité d’alimentation de la diode laser assurant
la fréquence voulue et de la température ambiante. b) Tracé de 'intensité d’alimentation de
la diode laser en fonction de la température ambiante

Cette implémentation présente donc plusieurs intéréts :
— Elle permet de stabiliser un laser sans perdre de puissance, a I'inverse du verrouillage
en fréquence
— Elle se base sur une mesure de la température ambiante, une mesure assez facile a
mettre en ceuvre, et & moindre cotit
— Elle est spécifique au laser choisi et peut facilement étre recalculée, ce qui est parti-

culierement intéressant pour prendre en compte le vieillissement du laser.

A Tissue de cette partie, nous avons donc la certitude de pouvoir obtenir le méme spectre

Brillouin, donné un échantillon de calibration. En observant ce spectre, nous pouvons alors
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Chapitre 3. Stabilisation du Spectromeétre VIPA et traitement des courbes

étudier I'instabilité du spectrométre. Cette section nous invite & présent a juger de la stabilité

d’un spectromeétre VIPA.

3.2 Instabilités du spectrographe VIPA

Nous venons de voir en premiére section que le spectre Brillouin d’un échantillon de calibra-
tion peut maintenant étre considéré comme stable dans le temps. Or cela n’implique pas que
le niveau de signal du spectre reste constant dans le temps. Ce niveau de signal est en pra-
tique défini par deux paramétres principaux dans le spectromeétre VIPA fibré : la puissance
du laser et la qualité du couplage du signal dans la fibre optique. En considérant la puissance
du laser constante, nous ne dépendrons donc en principe que de la qualité de couplage du
signal dans la fibre optique reliée au spectrographe VIPA. Remarquons alors que le chapitre
2, en montrant la possibilité d’utiliser une fibre de plus gros coeur, propose également de
faciliter ce couplage du signal dans la fibre. Ainsi, I'utilisation d’un spectrométre VIPA fibré
par fibre multimode, et non plus monomode, représente également une avancée en termes de

stabilité du dispositif.

En considérant que le signal parvenant au spectromeétre est essentiellement indépendant du
temps, nous pouvons regarder comment les spectres d’interférence renvoyés par le spectro-
métre varient dans le temps. Pour ce faire, nous imagerons un échantillon de calibration
a différents jours. Dans notre cas, nous choisissons ’eau comme échantillon de calibration.
La fréquence mesurée dépendant cependant de la température de notre échantillon, nous
imagerons ici un échantillon d’eau thermalisé a 37° C. La figure 3.3a montre ainsi différents
spectres d’interférence d’un échantillon d’eau ultrapure thermalisée, normalisés en amplitude.
Ces spectres sont tous mesurés par le spectrométre VIPA fibré par une fibre multimode de
25um présenté en fin de chapitre 2. Ces spectres sont ramenés a des spectres d'une seule di-
mension suivant la méthode également présentée au chapitre 2. Notons que pour 'obtention
de tous ces spectres, aucune modification du spectromeétre n’a été entreprise, ni au niveau des

parameétres du spectrographe, ni au niveau de la focalisation du signal dans la fibre optique.

Nous observons clairement des variations : les spectres semblent se décaler les uns par rapport
aux autres. La figure 3.3b représente 1’écart en pixel du dernier pic anti-Stokes des spectres
(correspondants aux points bleus sur la figure 3.3a et du premier pic Stokes des spectres (cor-

respondants aux points rouges sur la figure 3.3a. Nous voyons que le décalage des spectres
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3.2. Instabilités du spectrographe VIPA

ne s’explique pas par un décalage physique des spectres sur le détecteur, car I’écart en pixel
entre deux pics n’est pas constant, comme le montre la figure 3.3b. Nous avons ainsi besoin
de revenir a la théorie développée en chapitre 2 pour comprendre le mécanisme derriére ces

variations.
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FI1GURE 3.3 — Instabilité du spectrographe VIPA et réalignement naif de spectres d’eau ultra-
pure thermalisée pris a différents jours avec le méme instrument. a) Spectre d’un échantillon
d’eau ultrapure thermalisée obtenu sur deux semaines de mesures successives : les spectres
semblent avoir "bougés" sur le détecteur. b) Ecarts en pixel du premier pic Stokes Brillouin
de T'eau (pic rouge) et du dernier pic anti-Stokes Brillouin de ’eau (pic bleu) visible sur le
détecteur en fonction du jour de mesure.

Avant de nous replonger dans la modélisation du VIPA, notons que la littérature n’a ja-
mais traité ce probléme directement, mais qu’une piste d’explication peut étre trouvée dans
I'étude de Shirasaki [58|. Dans cette étude, 'auteur montre que la longueur d’onde transmise
par le spectrométre VIPA & un point du détecteur change avec la température du VIPA.
L’explication avancée est alors que I’épaisseur du VIPA change avec la température. Une
solution & ce probléme est alors proposée dans ce méme article : ajouter de chaque coté
du VIPA deux épaisseurs d’un matériau transparent présentant un coefficient de dilatation

thermique supérieur a celui du matériau composant le VIPA.

Notons qu’en pratique la température ne fait pas seulement varier ’épaisseur du VIPA, mais
aussi I'indice optique du matériau qui le compose. Ces deux effets se caractérisent par deux
paramétres : un coefficient de variation d’indice optique dii aux changements de tempéra-

ture pour la silice fondue valant 8. 107K~ [91], et un coefficient de dilatation thermique de
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lordre de 5.107 "K' [92]. Les variations de température estimées dans notre spectromeétre
sont de l'ordre de 50° C, car la cellule de Rubidium que nous utilisons est chauffée a 80° C et
se trouve dans le spectrométre. En reprenant le développement de Hu et al. [71], cela ameéne
a une variation de la FSR de 0.2 MHz/°C a 780 nm. En reprenant les ordres de grandeur des
fluctuations de température attendues, cela induira donc des variations de 'ordre de 10 MHz
sur le FSR de I'instrument, pour la plage de température considérée. Nous considérerons par
la suite que ces erreurs sur la valeur de la FSR sont négligeables : ils représentent en effet

un écart de l'ordre de 0.03% de la valeur théorique.

Notons que les variations estimées ici sont du méme ordre de grandeur que celles prédites par
Shirasaki [58]. Ici cependant, nous n’interpréterons pas ces variations en termes de fréquences
transmises dans un systéme de démultiplexage, mais nous analyserons les effets sur I’équation

2.13.Reprenons cette équation :

9 2
J = %2h\/|:(308 90\/1 —sin® @, — sin*0, — sinpsinf,| — 1+ n? (3.1)

En effectuant alors des développements limités au premier ordre, et en nous attardant sur

les ordres de grandeur en jeu, nous pouvons alors écrire :

VE+ M+ An)2 =~ Ve +n?+ An T’inlz RV K+ n'?

A—AN= v+ Av
Cela ameéne aux équivalences suivantes :

d(n+ An,h,\) =6(n,h,\)
0(n,h+ Ah,A\) =0(n,h, \ + AX) = (n, h,v + Av)

(3.3)

L’erreur induite par ces équivalences dépendra directement de l'amplitude des variations
relatives An/n et Ah/h. Dans notre cas, pour des variations de température de l'ordre de
50° C, les erreurs que nous faisons par notre approximation ramenée a leur valeur en fré-
quence, seront inférieures au MHz. Les précisions observées sur un spectrométre VIPA étant
toujours supérieures a ce seuil, nous considérerons les erreurs induites par les équivalences
de I’équation 3.3 négligeables ici. Par conséquent, nous pouvons considérer que l'effet de la

température sur le spectrométre VIPA est un effet de "translation" de tout le spectre en
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3.2. Instabilités du spectrographe VIPA

fréquence.

En clair, nous proposons donc ici de modéliser les instabilités expérimentales observées, par
un décalage de tout le spectre en fréquence. Cette approche est innovante, car elle part du
principe que la dispersion angulaire du VIPA reste constante, et que nous pourrons donc
établir une unique relation pixel-fréquence a un ensemble de courbes, prises avec une méme
configuration de l'instrument, mais & des moments, et donc & des températures de VIPA,

différentes.

La figure 3.4 vient ainsi appliquer cette idée. Une conversion de ’échelle en pixel en échelle
en fréquence est réalisée, en suivant la méthode proposée dans la littérature [72], en notant
que notre VIPA présente une distance fréquentielle entre deux ordres d’interférence successifs
(Free Spectral Range en anglais, FSR pour la suite de ce manuscrit), de 300.6 GHz. En utili-
sant cette échelle en fréquence, tous les spectres sont ainsi réalignés pour faire correspondre
leurs pics. De la méme maniére que la figure 3.3b montrait les écarts en pixels entre les pics
Stokes et anti-Stokes les plus éloignés sur le détecteur, la figure 3.4b montre les écarts en

fréquence entre ces pics. Les écarts observés ici sont compris entre 69.15 GHz et 69.7 GHz.
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FI1GURE 3.4 — Correction des instabilités du spectrographe VIPA observés sur des spectres
d’eau ultrapure thermalisée pris a différents jours avec le méme instrument. a) Spectres de
la figure 3.3a réalignés sur une échelle en fréquence. b) Ecarts en fréquence du premier pic
Stokes Brillouin de I’eau (pic rouge) et du dernier pic anti-Stokes Brillouin de I'eau (pic bleu)
visible sur le détecteur en fonction du jour de mesure.
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Notre méthode semble replacer correctement tous les pics Brillouin a la méme position en
pixel. Afin de caractériser plus précisément la fidélité de notre approche, il convient de noter
que nous devrions observer un décalage de fréquence entre le premier pic Stokes Brillouin
et le dernier pic anti-Stokes Brillouin égal a deux fois le FSR du VIPA plus deux fois le
décalage de fréquence attendu pour I’eau, car nous regardons un échantillon d’eau ici. A par-
tir des résultats présentés dans le chapitre 1, cela correspondrait & une valeur de 70,3 GHz,
ou 70,08 GHz en prenant en compte l'effet de 'ouverture numérique de 1’'objectif a travers
I'étude d’Antonacci et al. [30]. Cependant, dans nos observations, la moyenne du décalage

de fréquence est de 69,4 GHz.

Bien que cette erreur soit faible (environ 1% de la valeur attendue), elle existe et représente
une source d’erreur potentielle au moment d’extraire les propriétés des spectres. Au regard de
la démarche adoptée pour établir I’échelle en fréquence, elle peut s’expliquer par le fait qu’une
seule courbe est utilisée pour établir cette relation. A notre connaissance, nous sommes les
premiers a quantifier la justesse de la relation pixel-fréquence, et nous ne connaissons pas
d’étude antérieure ayant estimé I'impact de ces variations sur ’extraction des données. No-
tons que nous nous trouvons cependant maintenant dans une configuration nouvelle : notre
échelle de fréquence est la méme pour un ensemble de courbes. Il en résulte que nous pouvons
a présent établir cette échelle de fréquence non plus en nous basant sur une seule courbe,

comme le propose la littérature, et comme nous I'avons fait ici, mais un ensemble de courbes.

L’intérét de cette approche est triple : 'erreur sur 1’échelle en fréquence devrait étre réduite,
la formule analytique que 1’on vient fitter devrait pouvoir étre adaptée pour se rapprocher du
modeéle théorique, et nous n’aurions plus a calculer une nouvelle échelle en fréquence pour
chaque courbe, ce qui ultimement résulterait en un gain de temps de traitement. Voyons

maintenant la mise en place concréte de cette approche.

3.3 Echelle en fréquence du spectre d’interférence d’un

spectrométre VIPA stabilisé

La figure renvoyée par un spectrographe VIPA en réponse a un faisceau lumineux est un
motif d’interférence capturé par un détecteur de type EMCCD. Pour remonter au spectre

en fréquence du faisceau, et ainsi en extraire ses caractéristiques, il est nécessaire d’établir
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une relation entre 1’échelle en fréquence du signal et 1’échelle en pixel du motif d’interférence
capturé par le détecteur. Dans la littérature, deux approches sont décrites pour établir cette
relation : I'utilisation du spectre d’un échantillon de calibration comme référence [83, 39],
ou 'approximation de la relation analytique entre 1’échelle de pixel et 1’échelle de fréquence
[78, 72, 14].Dans la section précédente, nous avons constaté que la deuxiéme option nous
permettait d’établir une seule relation entre pixels-fréquences pour un ensemble de courbes,
en ne connaissant que le FSR du VIPA. Notre approche se distingue cependant de 1’état de
I’art par la possibilité d’utiliser un grand nombre d’échantillons pour établir cette relation.
Dans cette section, nous allons présenter une nouvelle méthode pour venir établir cette re-

lation.

Notre méthode se base sur le fait que pour un spectrométre VIPA donné, si aucun para-
métre du spectrométre n’est touché mis a part la température du VIPA, toutes les courbes
présenteront la méme relation pixel-fréquence modulo une valeur constante sur I’échelle en
fréquence. Cette valeur constante ne dépendra que de la température, ou de maniére équi-
valente, du moment ol la courbe a été enregistrée. En pratique, la relation pixel-fréquence

pourra prendre la forme suivante :

filpizel) = fo(pizel) + C(T) = fo(pizel) + C(1) (3.4)

avec f; la relation pixel-fréquence attribuée a un spectre 7, fy une relation pixel-fréquence de
référence pour I’ensemble des courbes d’une acquisition et C' un offset en fréquence dépendant

de la température du VIPA, ou de maniére équivalente, du moment ot le spectre a été obtenu.

En repartant alors de I'approche présentée par Wu et al.[72], & savoir : reconnaitre la position
de pics sur le détecteur, et connaissant la distance fréquentielle entre deux modes successifs
(le Free Spectral Range en anglais, ou FSR) du VIPA, remonter & un probléme matriciel
permettant de définir la relation pixel-fréquence comme un polynéme d’ordre 2, nous pou-

vons maintenant décrire une nouvelle approche pour établir la relation fy.

Notons pour cela que cette relation doit vérifier deux conditions :

— Le décalage en fréquence entre deux pics successifs correspondant a la méme longueur
d’onde, mais obtenus entre deux ordres successifs, est égal au FSR

— Deux spectres pris d’'un méme échantillon doivent retourner le méme spectre en fré-
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quence, en particulier des décalages en fréquences entre pics Stokes et Anti-Stokes
identiques. En faisant une série d’acquisitions sur un échantillon de calibration, nous
pouvons donc lier les décalages en fréquence observés sur les différentes courbes entre

eux.

La figure 3.5 donne une représentation des relations qui découlent de ces conditions. Deux
spectres d'un échantillon d’eau pris & une semaine d’intervalle sont extraits de la figure 3.4a.
En accord avec le premier point mentionné, les écarts entre deux pics de méme fréquence,
mais d’ordres adjacents doivent étre égaux a une FSR. Ces écarts sur I’échelle en pixel sont
indiqués sur la figure 3.5a par une double fléeche. En accord alors avec le deuxiéme point, les
écarts fréquentiels entre deux pics d’'un méme ordre et d’'un méme échantillon, correspon-
dant & un Stokes Brillouin et un anti-Stokes Brillouin, doivent étre égaux. Ces écarts sur
I’échelle en pixel sont indiqués sur la figure 3.5b par une double fleche bleue pour le spectre
correspondant & I’échantillon d’eau pris a jour 0 et en marron pour celui pris a jour 7. Enfin,
en accord avec le troisieme point, les doubles fleches bleues et marrons doivent donner un

écart en fréquence identique.
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FIGURE 3.5 — Illustration des équations établies pour définir 1’échelle pixel-fréquence d’un
ensemble de courbes. a) La distance fréquentielle entre deux pics reliés par une double fléche
doit étre égale & un FSR. b) La distance fréquentielle entre deux pics reliés par une double
fleche doit étre égale. Notons que ces relations s’appliquent ici aux deux courbes représentées,
prises respectivement & deux jours différents.

L’intérét de ce systéme est de démultiplier le nombre de pics en utilisant plus de courbes. En
reprenant la figure 3.5, nous passons par exemple d’un systéme de 7 équations & un systéme

de 17 équations en n’ajoutant qu'une seule courbe a notre étude.
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En pratique, si I'inclinaison du VIPA entraine I'apparition de k ordres d’interférence sur le
détecteur, et qu'un nombre n de spectre d’'un méme échantillon sont enregistrés pour cette
configuration du spectrographe, nous pourrons établir un systéme de 4kn —2n — k équations.
Le systéme d’équations peut donc devenir trés rapidement important, nous permettant alors
de réduire I'erreur commise sur la relation pixel-fréquence. Ce nombre important de courbes
peut également servir a estimer la relation pixel-fréquence par un polynéme de degré supé-
rieur & 2. Afin de caractériser le gain de cette méthode, nous pouvons reprendre ’approche de
la section précédente, en calculant 1’écart en fréquence entre le premier pic Stokes Brillouin
visible sur le détecteur et le dernier pic anti-Stokes Brillouin, et en comparant cette valeur a

la valeur théorique attendue pour un spectre d’eau pris avec un VIPA présentant une FSR

de 30 GHz.

Le tableau 3.1 résume les résultats de cette étude. Nous rapportons ici ’écart fréquentiel
moyen entre le premier pic Stokes et le dernier pic anti-Stokes visible sur le détecteur pour
différents nombres de courbes et différents ordres de polyndéme pour interpoler la relation
pixel-fréquence. Nous constatons que notre approche permet d’augmenter la précision de
I’échelle en fréquence de maniére significative, en 'occurrence ici, d'un facteur 8. Il est éga-
lement intéressant de noter que l'utilisation d’une relation polynomiale d’ordre supérieur a
3 ne semble pas améliorer significativement la précision de 1’échelle en fréquence. Il est par
contre important de souligner que nous n’avons utilisé que des relations polynomiales pour
approximer la relation pixel-fréquence. Rien n’impose cette limite & notre méthode, et nous
examinerons dans les perspectives de cette thése d’autres possibilités. Enfin, notre approche
a permis d’estimer 1’échelle en fréquence une seule fois pour les 10 courbes présentées, alors
que I'état de 'art aurait effectué dix estimations séparées. Par conséquent, nous avons consi-

érablement ameélioré la rapidité de notre traitement en plus d’avoir amélioré son résultat.
dérabl t | | dité d tre trait t lus d’ | ltat

1 courbe | 10 courbes | 10 courbes | 10 courbes | 10 courbes
Ordre 24 Ordre 2 Ordre 3 Ordre 4 Ordre 5
Ecart en fré- || o | oy, 70.16 CHz 70.12 CHz 70.13 GHz 70.12 CHz
quence
Ecart & a5 g0/ 0.11% 0.057% 0.071% 0.057%
théorie

TABLE 3.1 — Tableau comparatif des précisions sur ’estimation de la relation pixel-fréquence
d’un spectromeétre VIPA pour différentes estimations de cette relation.

A lissue de cette section, nous avons obtenu une nouvelle méthode pour établir I'échelle en
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Chapitre 3. Stabilisation du Spectromeétre VIPA et traitement des courbes

fréquence du spectrographe VIPA qui assure une stabilité de l'instrument. Cette méthode
établie, nous pouvons maintenant poursuivre notre démonstration en nous intéressant cette

fois-ci & l'extraction des informations des pics spectraux observés.

3.4 Traitement des spectres d’'un spectrométre VIPA en

présence de rayonnement élastique

En spectroscopie Brillouin, le principal défi rencontré est le faible niveau de signal Brillouin
par rapport au niveau de signal du pic élastique. De nombreuses solutions physiques a ce
probléme sont présentées dans la littérature pour éteindre ce pic élastique. Nous trouvons
ainsi des dispositifs faisant recours a des cellules d’absorption [93, 42, 94, 15, 95, 96, 51, 68|,
des étalons en réflexion [81], des interféromeétres de Michelson [97], des systémes d’interfé-
rence dans des lames de verre [98] ou encore des résonateurs optiques [99]. Dans le cadre de
cette thése, nous avons choisi d’utiliser une cellule de Rubidium pour filtrer le signal diffusé
de maniére élastique. Ce choix induit des extinctions du pic élastique de I'ordre de 50dB

[42], donc généralement adapté a I'étude d’amas cellulaires.

En pratique cependant, il arrive que ces amas deviennent trés diffusants. Dans ce cas, le rap-
port d’intensité du signal élastique sur le signal Brillouin devient tres grand. Cela nous ameéne
alors & revenir a 1’étude faire en section 1.7 et concrétement, a redéfinir une valeur d’extinc-
tion minimale pour le spectrométre. Cette valeur étant souvent plus importante que celle
d’un spectrométre VIPA classique, la littérature propose une variété de solutions : 'ajout
d’une seconde cellule de gaz [95], la modification de la réponse indicielle du spectrométre par
apodization [100], 'ajout de nouveaux éléments dispersifs dans le spectrographe VIPA [101],
ou encore le renoncement pur et simple au spectrométre VIPA, au profit d’un instrument
présentant naturellement un plus grand contraste : le tandem Fabry-Pérot [102, 103]. Dans
cette section, nous présentons une nouvelle approche du probléme : accepter la présence du
pic élastique et venir modifier la maniére dont nous extrayons les informations du spectre

renvoyé par le spectrométre VIPA.

Pour mettre en place ce nouveau traitement, nous devons revenir a la réponse percussionnelle

(Point Spread Function en anglais et PSF pour la suite du manuscrit) du spectromeétre

4. Méthode de I’état de art
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a un signal lumineux. En reprenant alors la littérature [61], cette PSF devrait étre une

Lorentzienne, de la forme suivante :

_ (I'/2)?
guo,F(V) - (V — V0)2 + (F/2)2 (35)

avec I' la largeur & mi-hauteur de la fonction et v la position de son maximum. Notons que

dans cette expression, la fonction a été normalisée en amplitude.

Le spectre obtenu en sortie de VIPA est alors la convolution de cette réponse indicielle par le
spectre du signal. Le spectre du signal est composé de deux types de pics : un pic élastique,
présentant le méme spectre que celui du laser, une Lorentzienne, et les pics Brillouin dont
nous avons défini la forme en section 1.4. La forme finale du spectre Brillouin que nous ob-
serverons sera donc une convolution de la Lorentzienne issue de la PSF du spectrométre par
la somme de spectres d’oscillateurs harmoniques issus du signal Brillouin et la Lorentzienne

du laser.

La figure 3.6a montre le spectre attendu lorsque le laser est complétement atténué, tandis
que la figure 3.6b représente un cas ou cela ne se produit pas. On remarque alors que les
pics Brillouin n’ont pas la méme forme dans les deux cas. Cela pose un probléme pour ex-
traire les données correctement. Dans nos expériences, nous obtenons souvent des spectres
similaires a celui présenté dans la figure 3.6¢. En effet, les échantillons biologiques sont trés
diffusants, et donc une plus grande quantité de rayonnement diffusé élastiquement atteindra
le spectrographe. Le pic élastique résultant sur nos spectres étant une convolution de plu-
sieurs fonctions Lorentzienne (celle du VIPA et celle du Laser), multipliées par le spectre
d’absorption de la cellule de gaz, cela résultera en cette forme caractéristique d’un pic dans
lequel apparait un creux. Dans ces cas, nous pouvons alors remettre en question la précision

que nous apportera la méthode classique de traitement des spectres.

En nous plongeant dans la méthode présentée par 1’état de ’art, nous constatons que le
probléme vient de I’hypothése qui est faite sur la ligne de base du pic Brillouin : I'état de
I’art n’a a notre connaissance jamais proposé de la voir autrement que comme constante.

Notre idée est donc d’ajuster cette ligne de base pour qu’elle corresponde au pic élastique réel.

Notons que la largeur de bande de la cellule de gaz et la forme de son pic d’absorption,
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a) b)
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FIGURE 3.6 — Illustration d’un spectre ou le pic élastique est mal éteint.

une Gaussienne, entrainent une forme du pic élastique au voisinage du pic Brillouin essen-
tiellement identique & la forme d’une Lorentzienne. Etant donné que nous ne cherchons pas
a éliminer complétement le pic élastique sur I’ensemble du spectre, mais seulement dans la
région proche du pic Brillouin, nous pouvons donc considérer que le pic élastique reste une
Lorentzienne, centrée en 0, de largeur la largeur de la PSF du spectrographe et d’amplitude
I'intensité du rayonnement élastique avant filtrage. Autour du pic Brillouin, nous pouvons
alors approcher le pic par une droite, ce qui revient a effectuer un développement de Taylor
a l'ordre 1 du pic élastique autour du pic Brillouin. Ainsi, la fonction de fit proposée ne cor-
respond plus strictement & une Lorentzienne, mais a la somme d’une Lorentzienne et d’une

droite :

_ (1/2)? .
Zyr(v) = A(V )t (T/2° +ar+b (3.6)

La figure 3.7 illustre la différence entre 'approche classique, considérant une ligne de base
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3.4. Traitement des spectres d’un spectromeétre VIPA en présence de rayonnement élastique

pour le fit du pic Brillouin constante, et notre approche, considérant une ligne de base pour
le fit du pic Brillouin linéaire. Nous voyons ainsi clairement que sur cet exemple, notre ap-

proche est plus fidéle au spectre simulé.

10

< —— Courbe simulée

% 8 - Fit avec ligne de base

s constante

2 6 Fit avec ligne de base

< linéaire

S 47

)]

C

S 2-

S

0 L—F———7—7 . . ; —

—-15 -10 -5 0 5 10 15

Fréquence (GHz)

FIGURE 3.7 — Intérét d’une fonction de fit avec ligne de base non constante. Spectre simulé
(en bleu) d’un signal Brillouin ou la composante élastique est prédominante, sur lesquels
nous venons fitter deux fonctions Lorentzienne (en orange), en suivant ainsi I’état de l'art,
et la somme de deux fonctions Lorentzienne présentant une ligne de base linéaire (en vert).

La figure 3.8 présente le fit d’un spectre expérimental obtenu avec notre instrument sur un
échantillon d’eau ultrapure thermalisée. Cette figure montre que notre approche fonctionne

non seulement dans le cas de spectres simulés mais aussi et surtout pour des spectres réels.

1.00 -

0.75 A

0.50 A

0.25 A

Intensité (Arbitraire)

0.00 A

—40 —20 0 20 40

Décalage en fréquence (GHz)

FIGURE 3.8 — Qualité du fit d’'une lorentzienne sur un spectrométre VIPA fibré par fibre
multimode

La figure 3.9 quantifie 'apport de cette nouvelle méthode. Nous simulons ici des séries de
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Chapitre 3. Stabilisation du Spectromeétre VIPA et traitement des courbes

spectres d’eau présentant différents rapports d’intensité du pic élastique sur l'intensité des
pics Brillouin. Nous supposons que chacun de ces spectres a été obtenu avec un objectif
d’ouverture 0.65. L’élargissement des spectres est ainsi pris en compte, en suivant Antonacci
et al. [30]. Nous supposons également que notre spectrométre VIPA présente un pouvoir de
résolution de %, = 7.6.10°, une valeur usuelle pour ce type d’instrument, choisi pour que la
largeur a mi-hauteur de la PSF du spectrographe soit de 500 MHz. Chaque spectre est fitté

avec la méthode de 'état de 'art et la méthode présentée ici.

Q
~

S~ Ligne de base b)

o N 103 constante S 103;

C 5 =3

9 < 1021 Ligne de base S

oY linéaire © N10?;

L & 101 oz

35 3 1 1]

7§ 10 1

D Y= _ -3 0|

L e

10724 , , , e T , , , ,
10-t 109 10! 10?2 103 10! 10° 10! 102 10°
Ratio de l'intensité du pic Laser Ratio de l'intensité du pic Laser
par le pic Brillouin par le pic Brillouin

FIGURE 3.9 — Comparaison des précisions de fit d’un pic Brillouin avec et sans prise en
compte de la ligne de base. a) Comparaison des précisions d’un fit classique et d’un fit avec
ligne de base non constante sur le décalage en fréquence. b) Comparaison des précisions d'un
fit classique et d’un fit avec ligne de base non constante sur la largeur de pic.

La figure 3.9a donne ainsi 'erreur faite sur le décalage en fréquence par rapport a un spectre
sans rayonnement élastique, en 'absence de bruit sur les courbes?, et en fonction du rapport
d’intensité du pic élastique sur le pic Brillouin. Cette figure montre qu’a précision donnée,
notre méthode permet 1'utilisation de spectres présentant un rapport d’intensité 6 a 22 fois
plus importante que la méthode de I’état de I'art. Nous pouvons alors interpréter cet effet
comme une extinction virtuelle du pic élastique a 5 GHz. Dans ce cas, notre méthode résulte
en une extinction efficace du laser de 13 dB supérieur au spectrométre VIPA, soit environ
43 dB. La figure 3.9b suit le méme raisonnement pour la largeur du pic. Nous trouvons ainsi
une extinction virtuelle allant jusqu’a 11 dB, résultant en une extinction efficace du spectro-

métre VIPA d’environ 41 dB

5. Cette caractéristique explique pourquoi les deux méthodes ne convergent en apparence pas vers la
méme valeur. Lorsqu’un bruit est introduit, les deux méthodes convergent bien vers une précision dictée par
le ratio signal a bruit.
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Notre méthode nous permet donc d’améliorer I’extinction efficace de 'instrument de plus de
10 dB, sans modifier le systéeme. Cette valeur est & mettre en relation avec les autres modes
d’extinction. Le tableau 3.2 donne ainsi les ordres de grandeur retrouvés dans la littérature
pour les différentes méthodes mentionnées en début de section. Nous voyons ainsi que I'ex-
tinction effective apportée par notre méthode reste faible devant les méthodes existantes.
Cependant, elle ne modifie en rien le spectrométre et n’affecte que peu le traitement pour

un gain qui, méme s’il est faible comparé aux autres méthodes, a le mérite d’exister.

Méthode de filtrage

Spectromeétres a
plusieurs VIPA

Apodization [100]

Utilisation d’un
étalon comme filtre

Méthode de filtrage

lame de verre [98|

Michelson [97]

[101] de Notch [81]

Extinction 25 dB, par VIPA 10dB 10 dEi par r(;sﬂexmn
ajouté sur 1’étalon
Utilisation  d’une | Interféromeétre de

Cellule de gaz |76]

Extinction

50dB

35dB

50dB

TABLE 3.2 — Tableau comparatif des extinctions du pic élastique par différentes méthodes
proposées dans la littérature

Avant de clore cette section, notons que la section précédente et celle-ci introduisent de fait
un nouvel algorithme de traitement des spectres d’interférence retournés par un spectro-
graphe VIPA. L’application de cet algorithme nous améne a la question de sa complexité
algorithmique et au temps de calcul associé. La littérature ne propose qu'une seule valeur de
référence pour ce traitement : 10ms avec l'utilisation d'un GPU [53]. Notre méthode nous
donne, elle, une vitesse de 10ms par spectre, avec un CPU (Intel Core i7-10850H). Notre
méthode n’est donc pas seulement plus précise, elle est également aussi rapide que 'état de

I’art, avec un instrument de calcul moins performant.

En conclusion, les résultats de la section précédente et de celle-ci nous aménent a un ins-
trument plus stable, plus précis et plus adapté a I’étude d’échantillons biologiques, sans
complexifier I'instrument, et en gardant une vitesse de traitement égale a ce que propose

I’état de Dart.

Nous pouvons maintenant nous pencher sur la caractérisation expérimentale de I'instrument,

6. Mais perte d’environ 7% de transmission par réflexion
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Chapitre 3. Stabilisation du Spectromeétre VIPA et traitement des courbes

et en particulier sa stabilité.

3.5 Caractérisation de la stabilité de I’'instrument

Ce chapitre a débuté en établissant une nouvelle valeur de référence pour la stabilité d’'un
laser diode 74ser €n conditions expérimentales. Cette valeur s’exprime en longueur d’onde
du laser par unité de temps, ou en décalage en fréquence du laser par unité de temps et en

suivant les résultats présentés en section 3.1, vérifie :

Maser < H00 MHz/ mois (3.7)

Nous avons ensuite montré en section 3.3 qu’il était possible d’établir un unique axe en fré-
quence pour un ensemble de courbes prises avec un spectrographe VIPA donné. En utilisant
alors ce méme axe de fréquence et la méthode de traitement présentée en section précédente,
nous pouvons étudier un méme échantillon de calibration et regarder 1’évolution de ses pro-
priétés mesurées. Sur I’étude la plus longue réalisée sur cette these, soit 12 jours de mesures
consécutifs, nous avons pu établir une fidélité de la mesure a £11M Hz sur le décalage en
fréquence. Cette approche nous permet alors d’établir un temps caractéristique de stabilités

d’instrument 7 ;p4 minimal de :

TVIPA >=— 12j0urs (38)

Notons que cette borne est obtenue en considérant la plus longue expérience continue ef-
fectuée sur cette thése, et demanderait donc une étude plus poussée pour quantifier avec
précision les dérives de l'instrument, et ses temps caractéristiques de stabilités. Il est pro-

bable que la stabilité effective de I'instrument soit bien supérieure & cette valeur.

A partir de cette stabilité, nous pouvons alors nous intéresser au premier critére de fidélité
du spectromeétre : le passage d’une échelle en pixel au passage a une échelle en fréquence.
Nous avons présenté en section 3.3, un estimateur de ce paramétre en quantifiant I’exactitude
commise en observant la distance fréquentielle entre deux pics dont le décalage est connu.
Nous avons en l'occurrence choisi un pic Stokes Brillouin et un pic anti-Stokes Brillouin sur
un spectre obtenu sur un échantillon d’eau ultrapure, espacés de deux ordres. L’estimateur

est alors la distance relative entre ces deux pics a la valeur théorique. En reprenant ici
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ce critere, et en le notant €pizei— frequence, NOUS pouvons établir la référence suivante sur la

relation pixel-fréquence :

Epizel— frequence < 015% (39)

Grace a notre approche de traitement, nous avons également amélioré I'extinction effective
de notre instrument. L’extinction d’'un spectrométre VIPA standard est d’environ —30dB a
5 GHz [101, 100]. En venant y ajouter les 50 dB d’extinction fournis par la cellule de Rubidium
et en suivant les calculs présentés dans la section 3.4, nous obtenons une extinction effective

a 5 GHz, notée e5Grzefys :
€5 GHz,eff — —-90dB (310)

Pour conclure cette caractérisation de I'instrument, nous devons maintenant quantifier I’exac-
titude de la mesure. Pour ce faire, nous utilisons deux échantillons tests : de I’eau ultrapure

thermalisée et une cuvette de polystyréne thermalisée.
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FIGURE 3.10 — Stabilité du spectrographe VIPA & temps court et long. En bleu : mesure
d’un échantillon d’eau. En orange : mesure d’un échantillon de polystyréne. Les barres d’er-
reurs correspondent a l’écart-type sur 50 mesures d’un échantillon. L’axe d’erreur relative
correspond a l'erreur relative faite par rapport a la moyenne des valeurs enregistrées pour
I'eau. La courbe du haut montre les écarts a la moyenne faits en décalage en fréquence et
la courbe du bas, les écarts a la moyenne faits en largeur de pic. Pour le premier jour de

mesure, se reporter a5,
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La figure 3.10 donne le résultat de cette étude. Chaque échantillon est mesuré 50 fois par jour
pendant 10 jours sur 12 jours consécutifs (deux semaines de mesures sauf les week-ends).
Chaque mesure se fait avec un temps d’intégration de 100 ms, nous permettant d’atteindre
un rapport signal a bruit supérieur a 20 dB, comme nous le verrons dans le chapitre suivant.
Un unique axe de fréquence est alors établi pour les 1000 spectres issus de cette étude.
Pour chaque spectre, une valeur de décalage en fréquence et de largeur de pic est extraite.
L’évolution de la moyenne de ces valeurs est représentée en trait plein, en bleu pour 'eau et
en orange pour la cuvette. L’écart-type des 50 spectres d’'un méme échantillon pris sur une
journée apparait sous la forme d’une barre d’erreur. Un second axe vertical est alors ajouté
pour illustrer 'erreur relative faite sur les mesures d’eau, prise par rapport a la moyenne de
tous les spectres recueillis pour cet échantillon (soit 450 mesures). Notons que ces erreurs
relatives sont trés légérement différentes des valeurs relatives pour la cuvette. Cependant, ces
écarts sont négligeables face aux variations observées et nous pouvons sans trop d’erreurs,
considérer que 'axe de droite s’applique également pour les valeurs tirées des mesures sur
la cuvette. Nous obtenons alors une fidélité sur le décalage en fréquence de chaque mesure

individuelle des échantillons de calibration €a, qbs jour €0 moyenne égale a :

€ Av,abs,jour < 5MHz (311)

et une fidélité sur la largeur des pics de chaque mesure individuelle des échantillons de

calibration ear en moyenne égale a :

EAT abs,jour < 20 MHz (312)

Soit en valeur relative pour le décalage en fréquence ey rei jour €t €n largeur de pic €ar rer jour :

EAv,rel,jour < 02% <3 13>

EAT,rel,jour < 3%

Et de la méme maniére, sur deux semaines de mesure, nous obtenons des fidélités absolues

(respectivement relative) de décalage en fréquence eay aps semaine (respectivement eay, rer semaine)

8. Le premier jour de mesure de I’échantillon d’eau n’est pas inclus, car la valeur moyenne obtenue sur le
shift indique qu’une erreur a été commise sur ’échantillon mesuré (= 5.4 GHz contre ~ 5.1 GHz attendu et
observé sur les autres jours de mesure).
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et de largeur de pic €Ar abs,semaine (Tespectivement €Ar aps semaine) de :

€ Av,abs,semaine — 11 MHz

EAv,rel,semaine — 04(7
auret ’ (3.14)

8AF,abs,semaine = 16 MHz

EAT rel,semaine — 3%

Pour remettre ces valeurs en contexte, nous proposons ici de reprendre le comparatif présenté
par Antonacci et al. [1], que nous rapportons en tableau 3.3. Différentes configurations de
spectrométres Brillouin sont comparées. Dans le cadre de notre étude, nous nous limiterons

a I’étude des précisions sur le décalage en fréquence.

Technique utilisée pour collecter un spectre Brillouin EX&CFItUde sur le . décalage
en fréquence des pics

Diffusion Brillouin Stimulée (SBS) [104, 105, 106] 12 MHz

Diffusion Brillouin pulsée (ISBS) [107, 108] 0.4 MHz

gg]ectrometre VIPA confocal [109, 110, 44, 111, 112, 74, 75, 8 — 16 MHz

Line-Scan [52] 10 MHz

Tandem Fabry-Pérot Confocal [103, 113] < 10 MHz

Notre approche (court terme =~ 1 heure) 5 MHz

Notre approche (long terme ~ 10 jours) 11 MHz

TABLE 3.3 — Tableau comparatif des précisions spectrales de divers spectromeétres Brillouin
extraites de 1’étude d’Antonacci et al.[1] (haut). Résultats de notre approche (bas).

Sur le court terme, notre spectrométre se comporte comme un spectrométre VIPA confocal.
Ce comportement est attendu, car, comme nous le développerons dans le prochain chapitre,
notre instrument est techniquement un spectrométre VIPA confocal. Sur le long terme,
ses performances deviennent légérement moins bonnes que celles des spectromeétres VIPA
confocaux, et que I’ensemble des techniques présentées dans ce tableau. Ce défaut apparent
doit cependant étre contrasté, car aucune des techniques présentées dans le tableau ne permet

de faire des mesures sur une dizaine de jours sans calibration.

3.6 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons exploré la question de la stabilité d’un spectrométre VIPA,
un sujet qui n’avait, a notre connaissance, jamais été abordé dans la littérature. Nous avons
identifié deux sources d’instabilité : le laser, qui entraine des fluctuations du signal, et le

spectrographe, qui provoque des instabilités lors du traitement des données. Etant donné
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que notre systeme utilise une diode laser, nous avons d’abord présenté une méthode de sta-
bilisation de la diode laser sans nécessiter de mesure directe, ce qui nous a permis d’obtenir

une stabilité suffisante sur au moins un mois.

Ensuite, nous nous sommes penchés sur le spectrographe VIPA et avons constaté que son
instabilité pouvait étre corrigée par un traitement approprié. Nous avons alors développé ce
traitement, en venant d’abord travailler sur la relation entre le spectre d’interférence obtenu
par le VIPA et le spectre fréquentiel du signal. Nous avons ensuite présenté une nouvelle
approche pour l'extraction des données contenues dans les spectres Brillouin, améliorant
I'extinction effective de notre dispositif. Comparé a 1’état de 'art, notre traitement s’est

révélé non seulement plus performant, mais également plus rapide.

En derniére partie de ce chapitre, nous avons caractérisé la stabilité de notre instrument,

fournissant ainsi, pour la premiére fois & notre connaissance, des valeurs de référence de

stabilité pour un spectrométre VIPA.
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Chapitre 4

Dimensionnement du microscope

confocal en imagerie Brillouin confocale

La microspectroscopie Brillouin est une technique prometteuse en biologie, car elle permet
d’obtenir des informations mécaniques & partir de mesures optiques. Cependant, son utilité
est limitée par le faible niveau de signal du phénoméne de diffusion Brillouin et par ['effi-
cacité des instruments de mesure. Dans le chapitre précédent, nous avons examiné ces deux
parameétres et étudié le spectrographe VIPA fibré par fibre multimode, une version plus lu-
mineuse du spectrographe VIPA fibré par fibre monomode, afin d’observer les spectres de
diffusion Brillouin. Cependant, I'un des problémes de ces spectrographes est leur stabilité
limitée dans le temps, ce qui nous a conduits a étudier et corriger les principales sources

d’instabilité dans le chapitre précédent.

Ce chapitre se concentre sur ’application de notre dispositif a 'analyse des amas cellulaires.
Les amas cellulaires sont des agrégats de cellules organisées en boules dont la taille dépend du
nombre de cellules présentes. Dans ce chapitre, nous examinerons des amas issus de lignées
cellulaires dont les cellules présentent des diamétres typiques de 10 & 20 microns. Dans notre
cas, les amas observés comporteront environ un millier de cellules, ce qui conduira a une taille
finale d’amas d’environ 100 microns. Pour simplifier nos mesures, nous nous concentrerons
sur un plan médian de ’amas et I’étudierons en utilisant la technique d’imagerie Brillouin.

Nous choisirons alors une échelle de mesure nous permettant d’identifier les cellules unitaires.

L’imagerie Brillouin repose sur I'utilisation d’un systéme d’imagerie et d’un spectrographe

capable de résoudre les spectres obtenus. Dans notre cas, le spectrographe utilisé sera le
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spectrographe VIPA fibré par fibre multimode, ce qui signifie que le systéme d’imagerie
sera connecté au spectrographe par une fibre multimode. Afin de comprendre I'impact de ce
changement, nous devons revenir sur les contraintes du systéme d’imagerie. Ces contraintes
sont liées a I’échelle spatiale a laquelle nous souhaitons effectuer les mesures. Dans la littéra-
ture, la spectroscopie Brillouin est principalement utilisée pour étudier le lien potentiel entre
les propriétés mécaniques et biologiques a différentes échelles : subcellulaire [111, 114, 115],
cellulaires[116, 117, 118, 83| et multicellulaire[119, 43, 82, 120, 95|. Pratiquement, 1’échelle
spatiale est fixée par la résolution spatiale du systéme d’imagerie, qui dépend de deux fac-
teurs : la maniere dont 1’échantillon est illuminé et la maniére dont le signal est collecté.

Dans notre contexte, nous ne nous intéresserons qu’a des amas cellulaires volumiques.

Au regard de nos besoins, soit une résolution spatiale de I'ordre de 5 microns, nous sommes
invités a utiliser le microscope comme systéme d’imagerie. Un microscope moderne est com-
posé, comme le montre la figure 4.1 de deux éléments : un objectif pour collecter un signal
provenant d’un échantillon et une lentille de tube (respectivement un oculaire) pour focaliser
le plan focal de I'objectif sur le détecteur (respectivement pour envoyer le plan focal a I'infini

et ainsi permettre une observation a 'ceil nu).

. Lentille de
Objectif Tube

A

Echantillon Détecteur

\

FIGURE 4.1 — Schéma d’un microscope moderne composé d’un objectif et d'une lentille de
tube.

Cependant, dans cette configuration, seule I'illumination contraint le volume observé, et
la détection ne modifie pas ce volume. Afin de contraindre le volume d’observation, il est
nécessaire de passer a un systéme dit confocal, dans lequel le détecteur présente une taille
tres limitée. Cela permet de supprimer la lumiére en dehors du plan focal et ainsi de réduire
le volume d’observation. Plus la taille du détecteur est petite, plus le volume d’observation
est réduit et plus la résolution spatiale est élevée. Dans le cas d'un détecteur de taille nulle,
la résolution spatiale théorique atteint la limite de diffraction dy,,, définie par le critére de

Rayleigh, qui dépend de I'ouverture de I'objectif NA et de la longueur d’onde de la lumiére
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4.1. Résolution axiale en microscopie confocale

utilisée M :

A
diim = 12257 (4.1)

Il est important de noter que la limite de diffraction dépend de 'ouverture de 1’objectif,
mais pas de la taille du détecteur. Par conséquent, la résolution spatiale dépend de deux
parameétres : I'ouverture de 1'objectif, qui détermine la limite de diffraction, et la taille du
détecteur, qui situe la résolution spatiale par rapport a cette limite de diffraction. Cela nous
ameéne a envisager différentes configurations de taille de détecteur et d’ouverture d’objectif
pour obtenir une résolution spatiale donnée. Cette observation constitue 1’'idée centrale de ce
chapitre : démontrer qu’en contexte d’imagerie confocale Brillouin, la configuration optimale

du systéme d’imagerie n’est pas toujours une configuration amenant a la limite de diffraction.

Par conséquent, le dimensionnement du systéme d’imagerie confocal est au cceur de ce cha-
pitre. Pour approcher ce dimensionnement, nous partirons du dimensionnement d’un systéme
confocal en fonction de la résolution spatiale. Dans le but d’optimiser cette approche, nous
étudierons également la puissance transmise, mettant ainsi en évidence le compromis entre
la puissance transmise et la résolution spatiale. Nous présenterons ensuite une nouvelle ap-
proche de la microspectroscopie confocale Brillouin qui ne compromet pas la fidélité des
mesures tout en accélérant le processus d’acquisition des données. Nous présenterons alors
la premiére application qualitative de cette approche en biologie, qui consistera a identi-
fier les amas cellulaires par leur morphologie sur une image Brillouin. Cette analyse nous
conduira enfin & la premiére application quantitative de notre approche : I’étude mécanique

du développement d’amas cellulaires creux.

4.1 Reésolution axiale en microscopie confocale

La microscopie confocale est un type de microscopie ot la résolution spatiale d’un microscope
est définie par l'utilisation d’un filtre spatial [121]. Ce filtre spatial est obtenu en pratique
soit avec une ouverture de géométrie donnée, soit avec une fibre optique [122]|. L’ajout de
cet élément, qu’il s’agisse d’une ouverture ou d’une fibre optique, réduit I'impact des fais-
ceaux lumineux provenant des plans en dehors du plan focal, ce qui détermine un volume
d’observation distinct de celui sans filtre. La théorie de la microscopie confocale se fonde sur

le calcul de la réponse percusionnelle du systéme (point spread function en anglais ou PSF
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pour le reste du manuscrit). Cette réponse caractérise la forme du volume collecté. Ce calcul
peut soit s’effectue théoriquement|123|, en considérant tous les points de 'espace objet, et
en calculant leur intensité observée a travers l'ouverture, soit expérimentalement [124], en

observant l'intensité d’une particule fluorescente placée a différents points de I'espace.

La figure 4.2 donne une représentation du volume illuminé en configuration confocale, obte-
nue par |'utilisation du software PSFLab, version 3.5, un logiciel développé sur la base des
résultats de l'article de Nasse et al.[123]. Cette figure représente le volume illuminé dans une
hypothese de géométrie cylindrique. Nous représentons ici un plan médian de I'illumination,
et tragons cette illumination en fonction des variables r pour le rayon et z pour ’axe optique.
Le calcul de la PSF d’un systéme confocal est en pratique rarement effectué. En effet, si le
systéme confocal utilise une faible taille de détecteur, alors cette PSF est essentiellement
définie par une Gaussienne. Si au contraire la taille de détecteur grandit, nous nous limitons
alors a la taille caractéristique du volume suivant I’axe d’observation. Cette taille correspond
généralement a la largeur a mi-hauteur de la distribution d’intensité du volume illuminé, le

long de 'axe optique. Nous nommons cette largeur a mi-hauteur F'W H M, en figure 4.2.

N
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FIGURE 4.2 — Volume illuminé en configuration confocale.

L’évaluation de la résolution axiale d’un systéme confocal est un probléme déja traité dans

la littérature pour une ouverture circulaire [125, 126]. Elle dépend en pratique de la taille
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4.1. Résolution axiale en microscopie confocale

relative de I'ouverture a la tache de diffraction, nommée "tache d’Airy" et qui sera exprimée
en termes d’unité d’Airy AU. Une formule analytique simple, dérivée des calculs complexes de
volume, permet d’approcher cette résolution axiale par une fonction de I’ouverture numérique
N A de 'objectif, et de la taille de 'ouverture dyyyerture, prise relativement a celle de la figure
de diffraction. Pour des tailles d’ouvertures de l'ordre de la tache d’Airy, la résolution axiale

s’approche par :

dOu’Ue’r ure s

A 5
14 1.47
n—\/nQ—NA2\/ ( AU

avec n 'indice de réfraction du milieu observé.

Dans la littérature, le dimensionnement d’un microscope confocal, tout au moins pour la
microspectroscopie Brillouin, n’'utilise que l'ouverture numérique de 1'objectif comme degré
de liberté. Or, en reprenant ’équation 4.2, nous voyons un deuxiéme degré de liberté ap-
paraitre : le ratio de la taille de détecteur sur la taille d’'une unité d’Airy. Nous pouvons
donc utiliser ce deuxiéme degré de liberté pour proposer un nouveau dimensionnement du

microscope confocal.

La figure 4.3a schématise le lien entre la diffraction du faisceau lumineux sur la pupille de
I'objectif et 'apparition de la tache de diffraction, sur laquelle est indiquée la grandeur cor-
respondante & une unité d’Airy. Nous voyons alors que géométriquement, la tache d’Airy se
caractérise par un angle de divergence 6 du front d’onde diffracté, focalisé par la lentille de

tube de focale frp sur le détecteur. La figure obtenue est une figure de diffraction.

La figure 4.3b est une simulation d’une figure de diffraction usuelle. Nous avons ici indiqué
ce que représente une unité d’Airy (Airy Unit en anglais ou AU). En analysant le schéma de

la figure 4.3a, nous obtenons une écriture du diameétre de la tache d’Airy AU :
AU =2 % fTL tand (43)

avec f ~ sinf ~ tanf (dans l'approximation des petits angles) et sin @ ~ 1.22X/d,pjectif par

le critere de Rayleigh. Dans cette derniére expression, dopjectir définit la taille de la pupille
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de I'objectif!. On obtient alors :

fTL/\ —1.99 fTL)\Mobjectif
objectif NAfTL,constructeur

AU =~ 2% 1.22 (4.4)

avec Mopjectis la magnification de I'objectif et frr constructenr 1a distance focale de la lentille

de tube du constructeur de 1'objectif.

a) Lentille Détecteur b) >
Objectif de tube A 1§
e R s 3
-5 — 0
/r 0 |1 AU 1 A‘ > § 2
L 92 B
Angle de diffraction issus v 98

de la diffraction sur la
pupille de I'objectif
générant la tache d'Airy

FIGURE 4.3 — [llustration de 'apparition de la tache d’Airy dans un microscope. a) La pupille
de taille finie de 'objectif induit une diffraction qui résulte en I'apparition d’une figure
d’interférence. b) Répartition de I'intensité lumineuse sur une tache d’Airy de dimension
arbitraire.

Ainsi, la résolution axiale du microscope dépendra de 'ouverture de 'objectif, et du rapport

de la taille du détecteur sur I'unité d’Airy :

douverture _ douvertureNAfTL,constructeur (4 5)
AU 1'22fTL)\Mobjectif .

Notons alors que trois degrés de liberté se détachent dans le dimensionnement de la résolution
axiale du microscope F'W H M., par I'équation 4.2 :

— Le choix de l'objectif, qui dictera 'ouverture numérique de 'objectif N A, la focale
de la lentille de tube du constructeur fri constructeur €t la magnification de ’objectif
Moyjectif

— Le choix de la lentille de tube frr,

— Le choix de la taille physique de 'ouverture dyyverture

Notons alors qu’il est pertinent, au regard de 1’équation 4.5, d’introduire une nouvelle va-

1. La pupille d’'un objectif est liée a sa distance focale fopjectiy €t & son ouverture numérique NA :
dovjectit = 2N Afopjectif. La distance focale de 'objectif est déterminée par la magnification de I'objectif
Mopjectis et la distance focale de la lentille de tube du constructeur de I'objectif frr constructeur : fobjectif =
fTL,constructeur/Mobjectif
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4.1. Résolution axiale en microscopie confocale

riable ratio = doyverture/ frr pour réunir les deux derniers degrés de liberté utilisables dans

le dimensionnement.

La figure 4.4 compare la résolution axiale de différentes configurations du microscope confo-
cal, au sens de la largeur a mi-hauteur F'W HM,,,; donnée par ’équation 4.2, en faisant
ainsi intervenir les trois degrés de liberté : 1'objectif choisi, la lentille de tube et la taille
du détecteur. Ces deux derniers parameétres sont réunis en la grandeur ratio. Dans cette fi-
gure, nous comparons les résolutions pour différents objectifs qui imageront dans ’air (nous
avons utilisé la série LMPLN-IR/LCPLN-IR d’Olympus en tant qu’exemple). Cette figure
montre qu'une méme résolution axiale est atteignable par différents objectifs, en choisissant
judicieusement la lentille de tube et le diameétre de 'ouverture. Notons en particulier que si
la taille de 'ouverture est fixée, la limite de diffraction d’un objectif, obtenue pour de trés
petites ouvertures, peut étre théoriquement atteinte en choisissant un objectif de plus grande

ouverture et en ajustant la distance focale de la lentille de tube.

— 5X, 0.1NA
10X, 0.3NA
€, o~ 20X,045NA- ] Limite diffraction 0.1NA _
210y —— 50x, 0.65NA
o —— 100X, 0.85NA
=
{U /
) Limite diffraction 0.3NA
£ 10!
e i ] Limite diffraction 0.45NA
QO
o Limite diffraction 0.65NA
""""""""""""""""""""""""""""""""""" y
Limite diffraction 0.85NA
100 - T S T S |
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Ratio taille d'ouverture sur focale de lentille tube le-3

FIGURE 4.4 — Comparatif des résolutions de microscopes confocaux pour différents objectifs
et différentes ouvertures, a 780 nm.

Au terme de ce développement, nous avons donc une nouvelle approche du dimensionnement
d’un systéme d’imagerie confocal pour la microspectroscopie confocale Brillouin. Ce systéme
nous donne 3 degrés de liberté indépendants :

— L’objectif
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Chapitre 4. Dimensionnement du microscope confocal en imagerie Brillouin confocale

— La lentille de tube

— La taille du détecteur (ou la taille de la fibre optique)

Donnée une fibre optique, nous aurons donc la possibilité de choisir indépendamment, pour
une résolution axiale souhaitée, 'objectif et la lentille tube. Ces différentes configurations
étant essentiellement équivalentes du point de vue de la résolution spatiale, nous pouvons

maintenant nous intéresser a leur intérét en termes de puissance lumineuse couplée.

4.2 Puissance couplée en microscopie confocale et intérét

dans les spectromeétres Brillouin fibrés

Nous avons constaté qu’il est possible de dimensionner la résolution spatiale d’un microscope
confocal en utilisant trois degrés de liberté : 'objectif, la focale de la lentille de tube et la
taille du détecteur. Maintenant, nous souhaitons guider le choix de ces composants en pre-
nant en compte I'impact de ces degrés de liberté sur la puissance lumineuse couplée a travers

le détecteur, qui, dans notre cas, sera une fibre optique.

La puissance lumineuse couplée est définie par une intégrale sur le volume de 1’espace objet
du produit du profil d’illumination et de la réponse percusionnelle de I'instrument. Etant
donné que ce calcul est trop complexe pour étre traité dans ce manuscrit, nous présentons
en Annexe A.7 un raisonnement visant a le simplifier. Ce raisonnement aboutit a deux
conclusions :

— La puissance couplée dépend uniquement du rapport de la taille du détecteur a la
tache de diffraction, et a la distribution d’intensité de l'illumination. Elle ne dépend
en particulier pas du volume éclairé.

— La prise en compte de la distribution d’intensité de I'illumination complexifie I’étude.
Si elle est négligée, et quune distribution d’intensité d’illumination homogéne est
choisie, alors le modéle surévaluera la puissance couplée pour les faibles tailles d’ou-

vertures.

L’approche usuelle en microspectroscopie Brillouin étant d’utiliser de trés petits détecteurs,
le modéle que nous développerons dans cette partie aura pour but d’évaluer I'intérét d’utiliser

de plus grands détecteurs. Au regard des deux points ci-dessus, nous pouvons donc choisir

90



4.2. Puissance couplée en microscopie confocale et intérét dans les spectrométres Brillouin
fibrés

de considérer un modéle trés simple, ot I'illumination est considérée homogeéne. Par ce choix
nous sous-estimerons donc sciemment les gains en termes de puissance couplée qu’apportent

I'utilisation de grands détecteurs.

Dans notre approche, le détecteur sera une fibre optique. La géométrie du détecteur sera donc
circulaire. Nous modéliserons donc ici la puissance couplée a travers un détecteur circulaire

par I'intégrale de la tache de diffraction sur sa surface. Cette puissance s’écrits :

P(va) = Py /O N {M} gy = 1— o) — 22 (o) (4.6)

14

avec Py la puissance du signal collecté, Jy et J; les fonctions de Bessel de premiére espéce et
d’ordres respectifs 0 et 1 et vy la taille de détecteur exprimé en unités d’Airy, en reprenant

la définition de cette grandeur donnée en équation 4.4.

La figure 4.5 est un tracé de P(vy) en fonction de la taille de 'ouverture vy. Il apparait que la
puissance du signal couplé croit avec vy. En pratique, v, se calcule en effectuant le rapport de
la taille physique du détecteur, que nous considérerons dans notre cas étre le ceeur de la fibre,
par I'unité d’Airy, donnée en équation 4.4. Par conséquent, I'optimisation de la puissance du
signal collecté passe par 'augmentation de vy, ce qui se traduit soit par I'augmentation de
la taille physique du détecteur (ce qui revient a choisir une fibre de plus gros cceur) a unité

d’Airy donnée, soit par la diminution de la tache d’Airy a taille de détecteur donnée.

Ainsi, pour optimiser la configuration du systéme d’imagerie confocal en termes de puissance
couplée, nous devrons essayer de maximiser la taille du détecteur. Afin de clarifier cette idée,
la figure 4.6 donne, pour différents objectifs, et pour une gamme de taille d’ouverture, 1’esti-
mation de la puissance couplée en fonction de la résolution axiale. Les limites de diffraction
des objectifs sont tracées en pointillés. Cette figure met en lumiére I'existence de différentes
configurations identiques du point de vue de leur résolution axiale, mais ot I'une des confi-

gurations est beaucoup plus avantageuse du point de vue de I'intensité collectée.

Cette figure confirme que la configuration optimale, du point de vue de la puissance couplée,
d’un systéme d’imagerie confocal pour une résolution spatiale donnée, passera par le choix

d’un objectif de grande ouverture et d’une grande taille de détecteur.
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FI1GURE 4.5 — Couplage de la puissance d'un signal issu d'un point source dans un microscope
confocal en fonction de la taille de 'ouverture pour une ouverture sphérique.

Cependant, le choix d’un objectif & grande ouverture numérique entraine 1’élargissement des
pics, comme nous l'avons expliqué dans la section 1.4. Un compromis existe donc entre la
quantité de signal souhaitée et la résolution spectrale pour une résolution axiale donnée.
Ce compromis est particuliérement limitant lorsque 'on veut s’intéresser a la largeur des
pics de diffraction Brillouin. Dans ce cas, notre approche reste applicable du moment que
I’anisotropie de I’échantillon est négligeable. Si I'anisotropie n’est pas négligeable, ’élargis-
sement des pics ne sera pas uniforme et il sera impossible de remonter a la largeur réelle du
pic Brillouin initial. Notons que si ’anisotropie est effectivement négligeable, le traitement
présenté dans le chapitre 3 nous permettra d’obtenir une mesure relative d’échantillons entre
eux, mais non pas une mesure absolue de la largeur du pic. Dans ce dernier cas, un traite-

ment plus complexe doit étre appliqué, ce qui sera discuté dans les perspectives de cette thése.

En pratique, les spectromeétres Brillouin utilisent souvent une fibre optique pour relier le mi-
croscope confocal et le spectrographe. Ce choix impose une nouvelle condition a notre étude :
le couplage dans la fibre. Cette étude est déja présente dans la littérature [127] et montre

que le paramétre de fibre? entre en compétition avec l'accroissement de la taille relative

2. Cette grandeur a été introduite en chapitre 2. Elle se définit comme le produit du module du vecteur
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FIGURE 4.6 — Couplage de I'intensité d’un signal issu d’un point source dans un microscope
confocal en fonction de sa résolution axiale. Notons que nous n’avons tracé nos courbes que
pour des tailles d’ouvertures permettant de faire 'approximation présentée en [126], & savoir
des ouvertures de taille inférieure & 3AU.

d’ouverture. En pratique, pour une fibre optique donnée, il existe un maximum de couplage
correspondant & une taille d’ouverture. Cela peut se comprendre schématiquement en sou-
lignant qu’une fibre optique a une ouverture finie, et donc une étendue finie. Le diamétre
de la tache de diffraction, ou I'unité d’Airy, étant fixé par le choix de 'objectif, il en résulte
que pour de trés petites ouvertures, la divergence du faisceau nécessaire pour atteindre le
bon ratio entre taille d’ouverture et tache de diffraction devient trés grande. Cela se traduit
alors en une condition d’étendue minimale pour le faisceau. Lorsque cette étendue dépasse
celle de la fibre optique, une partie du signal est nécessairement perdu, par le principe de
conservation de I’étendue. Dans ce cas, il est nécessaire de choisir une fibre optique de plus
grande étendue, c’est-a-dire une fibre optique transportant plus de modes (par 1’équation
2.3). Dans le cas ou le faisceau est analysé par un spectromeétre VIPA, cela suppose donc la
possibilité d’analyser le faisceau grace a un spectrographe VIPA fibré par fibre multimode,

ce que nous avons montré possibles au chapitre 2.

En conclusion, nous avons démontré que le dimensionnement du systéme d’imagerie d'un

d’onde, du rayon de la fibre et de son ouverture numérique. Une présentation plus compléte de ce paramétre
peut étre trouvée dans [56]
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spectrométre VIPA pour la microspectroscopie Brillouin confocale peut étre réalisé en se
basant sur la résolution axiale, comme nous ’avons discuté dans la section précédente. Cette
approche consiste a utiliser des objectifs a grande ouverture numérique et des détecteurs
de grande taille (ce qui pour un spectrographe fibré revient a utiliser des fibres optiques de
grand coeur) pour optimiser la puissance du signal collecté. Cependant, cela rend 1'utilisa-
tion d’une fibre optique multimode nécessaire. Ainsi, I’approche de dimensionnement que
nous avons proposée dans cette section et la section précédente suppose 'utilisation d'un
instrument couplé a une fibre multimode, tel qu'un spectrographe VIPA. Dans le chapitre
2, nous avons démontré qu'un tel instrument était réalisable et fonctionnel. Il est important
de noter que bien que cet instrument repose sur les mémes principes de base, il differe des
instruments présentés dans ’état de I’art. Par conséquent, nous pouvons maintenant évaluer

ses performances réelles en effectuant des mesures sur un échantillon de calibration.

4.3 Caractérisation d’un spectrométre VIPA dimensionné

par sa résolution spatiale

Le compromis entre la résolution axiale et la transmission de puissance en microscopie confo-
cale établie par les deux premiéres sections de ce chapitre nous invite a revoir le dimension-
nement du spectrométre VIPA pour I’étude du spectre Brillouin. Cette approche peut étre
présentée en un dimensionnement du systéme d’imagerie par sa résolution axiale, avec le but
d’optimiser le couplage de puissance dans le spectrographe VIPA. Dans cette section, nous
choisissons de dimensionner notre systéme pour obtenir une résolution axiale de I'ordre de

5um, soit une taille inférieure a la taille d’une cellule.

Pour obtenir une résolution axiale d’environ 5um, la figure 4.6 suggére un choix entre deux
options : utiliser un objectif de 20x avec limite de diffraction ou un objectif de 50x ou 100x
avec une grande taille de détecteur. Pour minimiser 1’élargissement des pics du signal causé
par 'ouverture numérique de I'objectif, nous choisirons un objectif de 50x. Le rapport entre
Iouverture et la focale de la lentille de tube peut alors varier entre 0 et 8.1074 pour notre
résolution cible, en reprenant la figure 4.4. Si nous choisissons de coupler le faisceau dans
une fibre optique monomode, alors nous nous retrouverons avec une taille de coeur d’environ
S5um. En suivant alors notre raisonnement, cette taille de cceur forcera 1'utilisation d’une

lentille de tube de focale comprise entre 6.25 mm, pour garantir un ratio inférieur & 8.1074
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4.3. Caractérisation d’un spectrométre VIPA dimensionné par sa résolution spatiale

et 7.7mm pour ne pas perdre de signal [128|. Au-dela de la difficulté & obtenir ces optiques,

ce choix contraindra a la fois I’alignement du systéme optique et sa stabilité.

Pour toutes ces raisons, nous choisirons donc ici une fibre optique multimode présentant un
coeur de 25um de diameétre, fibre pour laquelle nous avons déja établi dans les précédents
chapitres la compatibilité avec le spectrographe VIPA. La focale minimale de la lentille de
tube, déterminée par la valeur maximale souhaitée du ratio, est de 30 mm?. A la lumiére
de cette limite, nous choisissons une lentille tube de 50 mm de focale. En reprenant alors
les figures 4.4 et 4.6, nous nous attendons alors a obtenir une résolution axiale de 'ordre
de 3um et un ratio d’'intensité couplé de l'ordre de 50% de l'illumination, en considérant un
point source. Pour compléter le spectromeétre, nous utiliserons ici le spectrographe présenté

en chapitre 2 de ce manuscrit, avec le dimensionnement présenté en section 2.6.

L’étude d’Antonacci et al. |30] prévoit que I'ouverture numérique de l'objectif affecte et la
largeur des pics, et leur position sur le détecteur. Son étude propose une évaluation du dé-
placement relatif des pics en fonction de 'ouverture de 'objectif de collection. En prenant
alors en compte le décalage des pics dii a ’élargissement des spectres, et en le corrigeant
grace aux prévisions de 'étude d’Antonacci et al.[30], nous pouvons juger de la justesse de

notre systéme, en imageant un échantillon de calibration.

En fin de chapitre 3, nous avions présenté une étude de la stabilité du spectrographe. Cette
étude partait du principe que le signal observé était invariant dans le temps, et cela était
obtenu en imageant un échantillon d’eau thermalisée a 37°C. A ce moment, nous ne nous
étions intéressés qu’a la stabilité de 'instrument, et donc nous n’avions pas commenté les
valeurs retournées. La figure 4.7 reprend ainsi cette étude, mais sous une autre forme. En
figure 4.7a, les spectres individuels sont présentés, sur 1’échelle en fréquence obtenue par la
méthode présentée en chapitre 3. Sur ces spectres, deux régions hachurées représentent les
points ol le niveau de signal peut étre négligé, et ou il est donc possible d’étudier le bruit,
pour en déduire une mesure du rapport signal & bruit. En figure 4.7b et 4.7c, nous tragons
les distributions des valeurs de décalage en fréquence et largeur des pics de 'eau, retournés

au terme de l'application du traitement présenté en chapitre 3.

3. La limite haute n’est pas calculée, car elle est bien au-dela des tailles envisageables dans un systéme
confocal
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FIGURE 4.7 — Analyse de la fidélité du spectrométre VIPA sur un échantillon d’eau ther-
malisé. a) Spectres obtenus, ramenés & un unique axe en fréquence en suivant la méthode
décrite en chapitre 3. L’estimation du bruit sur les signaux se fait sur les régions hachurées.
Les spectres ont tous été normalisés pour présenter un niveau moyen de bruit nul et une
intensité maximale unitaire. b) Mesures des décalages en fréquences (points bleus) et valeur
moyenne des 50 mesures (ligne pleine rouge).

La valeur du décalage en fréquence de I'eau retournée est de 5.054 GHz 4 11 MHz. A notre
ouverture numeérique, 1’étude d’Antonacci et al. prévoit un décalage des pics de 1.015%]30].
La valeur corrigée que nous observons est donc de 5.14 GHz £ 11 MHz. La valeur théorique
attendue apres les calculs du chapitre 1 est de 5.18 GHz. Cela représente une erreur entre la
valeur mesurée et la valeur théorique de moins de 1%. En considérant que la valeur théorique
correspond bien & I’échantillon que nous observons, la justesse de notre instrument est donc

de 40MHz, une valeur acceptable qui finit de caractériser I’exactitude de notre spectrométre.

Concernant la rapidité du dispositif, il est est en général conseillé de choisir, dans un instru-
ment confocal, une taille de détecteur comprise entre 0.5 AU et 1 AU pour obtenir le meilleur
compromis entre résolution spatiale et niveau de signal. En comparant alors notre configu-
ration & cette approche "classique", nous devrions collecter entre 5 et 10 fois plus de signal

en reprenant la figure 4.5. Ce niveau de signal se traduira alors en un plus grand ratio signal
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4.3. Caractérisation d’un spectrométre VIPA dimensionné par sa résolution spatiale

a bruit (Signal to Noise ratio en anglais ou SNR), et donc en une plus grande précision de
mesure. Ainsi, nous pouvons interpréter cette rapidité sous la forme d’un temps d’acquisition
a précision donnée. Afin de caractériser cette vitesse, nous poussons 'analyse de la fidélité de
la mesure d’un échantillon d’eau, en effectuant cette fois-ci une série de mesure sur de ’eau
thermalisée, a différents temps d’intégration, allant de 1ms & 1s. A chaque temps d’intégra-
tion, 50 spectres sont acquis et traités, et un écart-type sur les valeurs extraites (décalage
en fréquence et largeur des pics) est alors dégagé. Cet écart type sera dans cette approche
Iestimateur de 'erreur commise sur les mesures. La figure 4.8 illustre cette étude : chaque
point correspond a I’écart type sur les 50 mesures des décalages en fréquence et largeurs de
pics des pics Brillouin de I’échantillon d’eau thermalisée observée. Dans I’hypothése ou le
bruit de photon est prédominant, nous sommes supposés retrouver un écart-type proportion-
nel a la racine carrée du temps d’acquisition. Sur la figure 4.8, cela devrait donc entrainer
I’apparition d’une droite de coefficient directeur a = —0.5. Cette droite est fittée sur nos
données, et le résultat nous permet d’affirmer que nous sommes bien en régime de bruit de

photon, jusqu’a des temps de 10ms.

a) 5 b)
~10°7 e
’I\l ] . /IN\ 102 .
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3 10 S e
1072 107! 10° 1072 107! 10°
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FIGURE 4.8 — Ecart type des mesures de décalage en fréquence et largeur des pics Brillouin
pour différents temps d’exposition. a) Ecart type sur le décalage en fréquence des pics. b)
Ecart type sur la mesure de la largeur des pics

Dans cette hypothése, le niveau de signal a bruit est indépendant du détecteur, car le bruit
de détecteur peut étre négligé devant le bruit de photon. Dans notre configuration, nous ob-
tenons une précision de 10 MHz sur le décalage en fréquence d’un échantillon d’eau ultrapure
en 50 ms. Il est difficile de positionner rigoureusement cette valeur a I’état de 'art du fait
du trop grand nombre de paramétres a prendre en considération. Cependant, cette valeur

est dans les temps d’acquisition les plus courts que nous rencontrons dans la littérature. A
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titre d’exemple, nous rappelons ici quelques valeurs représentatives des ordres de grandeur

retrouvés pour des spectrométres VIPA dans la littérature :

— Scarcelli et Yun [119] : 200ms - 1s
— Edrei et al. [129] : 100ms

— Schlusser et al. [75] : 500ms

— Correa et al. [130] : 1s - 4s

— Zhang et al. [39] : 50ms

Les temps d’exposition rapportés dans la littérature varient considérablement, et notre ap-
proche se distingue comme 'une des plus rapides. En examinant cependant de plus prés les
études existantes pour comprendre la provenance des différences de vitesse constatées, nous
observons qu’aucune d’entre elles ne donne de valeur pour le ratio de taille du détecteur sur
taille de tache de diffraction. En estimant cette taille & partir des descriptions des micro-
scopes confocaux utilisés, une grande diversité apparait, avec dans certains cas, des tailles
de détecteur calculées inférieures & 0.5 AU : la limite ou la résolution axiale cesse d’augmen-
ter. Nous sommes ainsi amenés a constater que le dimensionnement du microscope confocal
n’est pas un paramétre de dimensionnement dans les études utilisant la microspectroscopie
Brillouin confocale. Cela conduit directement & une perte de luminosité des instruments, et

donc a des temps d’exposition longs.

Le temps de mesure représente un critére fondamental dans ’analyse biologique, car il in-
fluence directement I’applicabilité des techniques d’analyse, la biologie étudiant des systémes
en mouvement permanent. Lorsque la spectroscopie Brillouin est ainsi envisagée pour rem-
placer des techniques d’analyse établies, ces longs temps d’expositions deviennent limitants
voir prohibitifs pour certaines applications en biologie. Dans le cadre de cette thése, nous
cherchons a imager des échantillons relativement massifs, pour lesquels la résolution spatiale
peut étre dégradée. L’application de 'approche que nous présentons a travers ce chapitre
permet donc en pratique d’accélérer nos mesures, et ainsi d’étudier des phénomeénes soit trés
rapides, soit de maniére statistiquement plus intéressante que ne le permettait ’approche
de I'état de ’art. Nous allons a présent donner un exemple d’application concret de notre

dispositif, et imager la morphologie d’amas cellulaires par microspectroscopie Brillouin.
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4.4 Identification de la morphologie d’amas cellulaires

Au cours des précédents chapitres et sections, nous avons montré comment dimensionner des
spectrométres Brillouin fiables, stables et rapides, en partant d’une résolution axiale souhai-
tée. Cette démarche présente un intérét particulier dans les études ot les hétérogénéités de
signal Brillouin apparaissent sur des échelles plusieurs fois supérieures a la longueur d’onde
du laser utilisé. La morphologie des amas cellulaires fait partie de ces applications et présente
un grand intérét en biologie, en particulier sur un type d’amas cellulaire particulier : 1’or-
ganoide creux (amas acinaires ou ductaux). L’organoide creux est un amas cellulaire ou les
cellules sont organisées autour d’une région vidée de cellule, généralement constitué de cel-
lules épithéliales, rencontré en particulier dans les glandes. Sa morphologie trés particuliére
est nécessaire pour sa fonction, et une modification de cette morphologie indique souvent
I’apparition d’une pathologie. Ce type d’échantillon est ainsi particulierement étudié dans la

carcinogenése des cellules dont ils dérivent [131, 132, 133, 134].

Aujourd’hui, Iidentification in vitro d’une de ces structures se fait généralement par un ex-
pert, sur la base d’une image en champ clair. A titre d’exemple, nous donnons en figure
4.9, trois images d’amas de lignées différentes : H6C7 (lignée de cellules de pancréas saines),
WPE1-NB26 (lignée de cellule de prostate cancéreuses), RWPEL (lignée de cellules de pros-
tate saines). Ces amas peuvent acquérir une structure creuse au cours de leur croissance,
et un oeil expert reconnait une structure creuse en figure 4.9a. Pour ce qui est des amas
de la figure 4.9b et c, il semblerait que les amas soient pleins. Notons que ces estimations
nécessitent tout de fois une expertise pour l'identification de morphologies d’amas par une

image en champ clair que le grand public n’a pas.

FIGURE 4.9 — Exemples d’images en champ clair d’amas creux et pleins. a) Organoide ductal
(amas creux) de pancréas (lignée H6C7) fixé. b) Tumoroide (amas plein) de pancréas (lignée
WPE1-NB26) vivant. ¢) Organoide acinaire (amas creux) de prostate (lignée RWPEL) vivant.
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En figure 4.9a, un expert arrive a reconnaitre et a identifier correctement la présence d’une
couronne de cellules au plan focal de I'objectif, et la présence d’autres cellules a des plans
situés soit au dessus, soit en dessous du plan focal. Pour les figures 4.9b et ¢, cela est moins
marqué et 'expert conclura donc que la figure 4.9a correspond & un amas creux alors que
les figures 4.9b et ¢ correspondent a des amas pleins. L’identification de 'expert se base
sur I'existence, au plan focal, sur ’absence de cellules dans ’amas. Cette information mor-
phologique peut également étre obtenue en marquant les cellules puis en observant 1’amas
par fluorescence [132|, mais suppose de devoir marquer les amas et donc de potentiellement
affecter leur développement. Ce marquage suppose également une étape supplémentaire de

manipulation des amas.

La spectroscopie Brillouin semble capable d’obtenir ces informations sans marquage et sans
contact. En effet, il est possible de reconnaitre la présence de cellules dans un milieu donné
en observant ses propriétés mécaniques [83, 135, 82, 136, 137]. Ainsi, cette technique semble
adaptée a 'obtention de cartes morphologiques d’amas. Afin de I'implémenter, nous avons
choisi de dimensionner notre systéme en prenant une résolution spatiale en accord avec les
échelles présentées en figure 4.9a, soit environ 5um. L’appareil a ensuite servi a imager plu-
sieurs centaines d’amas, dont ceux présentés en figure 4.9. Chaque image d’amas est obtenue
par un balayage de points au plan focal de I'objectif. Pour chaque point de mesure, un spectre
Brillouin est obtenu et traité. De ce traitement, deux parameétres sont extraits : le décalage
en fréquence et la largeur des pics. Ainsi, il est possible de reconstituer deux images : une
image du décalage en fréquence et une image de la largeur des pics. La figure 4.10 présente

ainsi les images Brillouin obtenues pour les amas présentés en figure 4.9.

Nous voyons que ’amas identifié comme creux par I'expert en figure 4.9a apparait sur I'image
du décalage en fréquence (figure 4.10a) comme creux. L’image de la largeur des pics (figure
4.10d) est un peu plus bruitée mais montre aussi la présence du creux. L’amas de la figure
4.9b apparait quant a lui plein, tant sur I'image du décalage en fréquence (figure 4.10b) que
sur l'image en largeur de pic (figure 4.10e), plein. Cependant, pour l’amas de la figure 4.9c,
Iidentification de I’expert est mise en défaut par 1’étude Brillouin qui montre la présence
d’un creux tant sur la figure des décalages en fréquence (figure 4.10c) que sur la figure des

largeurs de pics (figure 4.10f).

Cette étude illustre la capacité de la spectroscopie Brillouin & identifier de maniére fiable,
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FIGURE 4.10 — Images Brillouin d’amas cellulaires creux et pleins. a), b) et c) : images
obtenus par la mesure du décalage en fréquence des pics Brillouin. d), e) et f) : images
obtenues par la mesure de la largeur des pics Brillouin. a) et d) : Acinus (amas creux) de
pancréas (lignée H6CT) fixé. b) et e) Tumoroide (amas plein) de pancréas (lignée WPE1-
NB26) vivant. c¢) et f) Acinus (amas creux) de prostate (lignée RWPEL) vivant.

la morphologie des amas cellulaires. Cette approche n’utilise cependant que le contraste
mécanique retourné et reste qualitative. Dans une démarche quantitative maintenant, nous
pouvons a présent observer et donner du sens aux valeurs retournées par la spectroscopie
Brillouin. Dans cette section, nous avons démontré qu’il était possible d’imager des amas
pleins ou creux, et d’en déduire leur morphologie. Dans la continuité de cette étude, nous
allons maintenant nous pencher sur la morphogénése de ces amas, et en particulier deux
parameétres d’intérét :

— L’apparition du creux dans I’amas au cours de son développement.

— L’évolution des propriétés mécaniques des cellules de ’amas au cours de son dévelop-

pement.

4.5 Etude de la morphogénése d’amas cellulaires par mi-

crospectroscopie Brillouin

A Tissue de la section précédente, nous savons que nous pouvons identifier un creux au coeur

d’un amas formé, en utilisant I'imagerie Brillouin. L’approche de la section précédente montre
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que nous pouvons utiliser cette technique a un instant donné et de maniére qualitative pour
reconnaitre sur le plan médian d’un amas cellulaire des zones avec présence et absence de
cellules. Dans cette section, nous élargirons les applications de notre dispositif & un suivi de
croissance dans le temps. Dans la continuité de la section précédente, nous nous intéresserons
ici & la morphogénése des amas creux identifiés en section précédente. Cette étude se fera en
deux temps : nous reprendrons d’abord une approche qualitative, pour observer la formation
de la structure creuse, puis nous nous quantifierons 1’évolution des propriétés mécaniques

des cellules durant la morphogéneése.

L’apparition d’un creux dans un amas cellulaire est un phénomeéne remarquable dont la
compréhension présente un intérét en biologie durant la phase de morphogéneése et la phase
éventuelle de carcinogenése. Durant la phase de morphogénése, I'apparition du lumen est
aujourd’hui expliquée par deux processus paralléles : une polarisation des cellules qui in-
duisent I"apparition d’une région creuse [138], et I'apoptose des cellules a l'intérieur de I’amas
[139, 140, 141]. Ces deux mécanismes sont observés, mais mal compris, et résultent tous deux
en une apparition d'un creux au centre de ’amas. L’apparition de ce creux est primordiale
au bon fonctionnement de ’amas, et sa disparition est corrélée, comme évoquée en section
précédente, a la carcinogenése de I’amas. Mesurer son apparition et son évolution présente
donc un intérét en recherche médicale, en particulier pour évaluer l'efficacité des traitements

contre le cancer.

Dans cette section, nous proposerons d’utiliser la spectroscopie Brillouin pour analyser cette
morphologie, regarder son apparition et éventuellement sa disparition. Usuellement, les creux
dans les amas commencent a devenir détectables par un expert & jour 8. Nous proposons
donc ici de mesurer la morphologie de ces amas sur plusieurs jours consécutifs. Notons alors
) , . .. ae ) L
que cette étude n’est possible que si 'instrument utilisé est stable sur la durée envisagée.

Cette section est donc un exemple concret de 'intérét des développements du chapitre 3.

4.5.1 Impact de 'illumination sur le développement des amas

La mesure de la morphogénése des amas souléve la question de I'impact de I'illumination sur
leur croissance. La phototoxicité de I'illumination est une question récurrente dans la litté-

rature [41, 105] qui améne souvent & choisir une illumination dans les "fenétres biologiques"
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(biological window en anglais). Dans notre cas, cela a dicté, comme nous ’avons évoqué en
chapitre 1, le choix d'un laser a 780nm, un choix qui minimise les chances d’induire une
phototoxicité par notre mesure [74]. Cependant cela n’assure pas I'absence d’effet sur le dé-
veloppement de ’amas, des phénomeénes complexes tels que la photobiomodulation ayant
déja démontré empiriquement la présence d’effets de I'illumination sur le comportement in

vivo de cellules et de tissus [142].

Afin donc de nous assurer de I’absence d’impact de notre approche dans la croissance d’amas,
nous choisissons dans un premier temps d’effectuer une étude de la croissance d’amas cel-
lulaires soumis ou non & une illumination. Nous choisissons pour cette étude deux niveaux
d’illumination : une illumination & "faible" puissance, la puissance du laser étant inférieure a
1mW et une illumination & "forte" puissance, la puissance du laser mesurée étant de 15 mW

au niveau de ’échantillon.

L’idée de cette étude est alors de répondre aux questions suivantes :
— L’illumination a un temps donné affecte-t-elle durablement la croissance d’'un amas
cellulaire ?
— L’illumination sur les premiers jours a-t-elle un impact durable sur la croissance des
amas cellulaires ?
— L’illumination quotidienne des amas a-t-elle un impact sur leur croissance ?

— L’illumination quotidienne n’affecte-t-elle pas la croissance des amas ?

La figure 4.11 schématise le protocole de mesure suivi pour ’analyse de I'impact de 'illumi-
nation :

— Les amas sont cultivés avec deux marqueurs : un marqueur d’apoptose (CellEvent)
et un marqueur de prolifération cellulaire (LyzoTracker). Ces deux marqueurs nous
permettent de suivre par des mesures de fluorescence, 1’évolution du développement
des amas.

— Au premier jour, 10 amas sont illuminés avec un laser de 15mW, et 10 amas avec un
laser de 1 mW

— Le second jour, 10 nouveaux amas sont illuminés avec un laser de 15 mW et 10
nouveaux amas avec un laser de ImW. 10 des 20 amas de la veille sont également
illuminés, 5 amas ayant été illuminés & 15 mW, et 5 amas avec un faible puissance

laser.
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— Le troisiéme jour, 20 nouveaux amas sont illuminés comme la veille, et les 10 amas
du premier jour suivi a jour 2 sont illuminés. 10 amas de jour 2 sont également choisis
pour étre suivis et illuminés, comme a jour 2.

— Pour les autres jours de I’étude, la méme logique est appliquée.

— A chaque jour, une image en champ clair est prise de tous les amas illuminés aux
jours présents et précédents.

— A chaque jour, une image de fluorescence est prise de tous les amas illuminés aux

jours présents et précédents.

PuitA-1 Puit A -2 Puit A-3
:' Illumination 15 mW Illumination 1 mW Pas d'illumination
3 5 amas 5 amas / 5amas | 5amas 10 amas
m e
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[ [
Puit B - 1 Puit B - 2 Puit B - 3
f Illumination 15 mwW \ Illumination 1 mW Pas d'illumination
3| +5amas | 5 amas +5 amas | 5 amas 10 amas
9
Puis mesure de fluorescence sur les puits A et B
|
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FIGURE 4.11 — Schéma du protocole suivi pour mesurer 'impact de l'illumination sur la
croissance d’amas cellulaires.

La figure 4.12 montre les images de fluorescence de la méme région du puits ayant recu la
plus forte illumination (15mW) sur le plus long temps (illumination quotidienne pendant 8
jours) obtenu au premier jour de la mesure (jour 1) et au dernier jour de I'observation (jour
8). Les amas entourés en jaune correspondent aux amas ayant été illuminés. La figure prise
a la fin de croissance ne montre aucune différence notable entre la taille et I'intensité de
fluorescence du signal. Notons également que les amas présentaient deux fluorophores : un
fluorophore de prolifération (canal rouge) et un fluorophore d’apoptose (canal vert). L’illu-
mination n’induit donc pas de mort par apoptose des cellules, ce qui suggére que 'effet de

Iillumination puisse étre négligé sur cette lignée cellulaire, et & la longueur et a la puissance
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que nous utilisons dans nos mesures.

Jour 1 Jour 8

FIGURE 4.12 — Comparaison de la prolifération des cellules d’'un amas cellulaires illuminés
et non illuminés par un laser a 15mW. Barre d’échelle : 200um

Notons finalement que la lignée H6C7 forme des amas expérimentalement trés sensibles aux
conditions de cultures. Nous considérerons donc pour la suite de cette section que ce résultat
est suffisant pour négliger I'influence de I'illumination sur des mesures de croissance d’amas

ou le développement vers une structure creuse a bien lieu.

4.5.2 Etude qualitative de la morphogénése d’amas creux

Apreés nous étre convaincu que la mesure n’entrainait pas de modifications majeures sur le
développement des amas, et que la morphologie des amas pouvait étre étudiée a travers
la microspectroscopie Brillouin, nous pouvons maintenant étudier la morphogénése d’amas
cellulaires par microspectroscopie Brillouin. Pour ce faire, nous choisissons une lignée expéri-
mentalement plus robuste aux conditions de mesure que la lignée H6C7 : la lignée RWPE-1,
issue de cellules prélevées sur une prostate humaine. Dans cette étude, les cellules ont été im-
plantées sur une couche de Matrigel, dans un milieu de culture adapté contenant lui aussi du
Matrigel. Elles ont ensuite été placées dans un incubateur a microscope, régulé a 37° C, 100%
d’humidité et 5% de C'O,. Les mesures ont ensuite été faites sur une série de 9 amas, quatre
jour aprés le dépot des cellules dans leur milieu, afin de choisir des amas viables. Chaque
mesure a consisté en une image de 2500 pixels, correspondant a une région de 200um sur

200pm échantillonné avec un pas de 4pum sur 4pum.
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La figure 4.13 donne les images issues des décalages en fréquence des 9 amas choisis lors de
I’étude, sur les 5 jours d’étude. Chaque image est normalisée pour maximiser le contraste et
mettre en avant ’apparition des régions creuses de 'amas. A I'opposé de I'étude présentée
en section précédente, nous observons donc ici un phénomeéne dynamique et effectuons cette
observation sans marqueurs ni contact avec I’échantillon. Nous remarquons dans cette étude
que les amas se développent bien, rejoignant ainsi la conclusion de 1’étude de I'impact de
I'illumination sur leur développement. Nous remarquons ensuite que les amas se creusent
progressivement durant leur phase de développement. Ce résultat suggére une apparition de
I’espace luminal par organisation cellulaire et non pas apoptose. En effet, I’espace luminal
apparait sur nos images Brillouin & partir de jour 4, soit avant que ’amas ait atteint sa
taille maximale. Ainsi, nous pouvons supposer que les cellules sont encore dans une phase
de prolifération au moment de ’apparition du creux, et donc qu’elles s’organisent autour du
creux formé, et ne le colonisent pas pour ensuite étre détruites par apoptose. Ce résultat
vient coroborer la littérature sur la morphogénése des amas cellulaires creux, et met au coeur
de I’étude I'organisation cellulaire et non plus I’apoptose. Cette observation donne ainsi son
importance a I’étude morphologique de ’amas au cours de sa morphogéneése, et donc pro-
bablement au cours de sa carcinogénése. Il serait cependant intéressant de confirmer ces

résultats en les comparant avec une analyse des marqueurs d’apoptose.

4.5.3 Etude quantitative de 1’évolution des propriétés mécaniques

des cellules d’'un amas creux durant sa morphogénése

La microspectroscopie Brillouin présente un intérét dans I’étude de morphologie d’amas de
taille micrométrique mais elle reste une technique d’imagerie basée sur un contraste méca-
nique. Nous poursuivons maintenant ’analyse de maniére quantitative cette fois-ci. Pour

cela, nous nous intéresserons aux valeurs extraites des spectres Brillouin.

Pour chaque spectre obtenu a chaque point des images Brillouin, nous extrayons ainsi une
valeur de décalage en fréquence et une valeur de largeur & mi-hauteur. Ces valeurs nous
donnent des images similaires a celles présentées en figure 4.13. Sur ces images, nous appli-
quons ensuite un algorithme que nous avons créé pour venir isoler les régions d’intérét Deux
régions sont ainsi reconnues : ’amas et le milieu. Un seuillage est alors appliqué sur la région

de ’amas pour venir isoler les pixels associés au creux dans ’amas et les pixels associés aux

106



4.5. Etude de la morphogénése d’amas cellulaires par microspectroscopie Brillouin

FIGURE 4.13 — Etude qualitative de la croissance de neuf acini par microspectroscopie
Brillouin. Chaque image correspond a une cartographie de 200um par 200um, échantillonnée
a un pas de 4pum par 4um, résultant donc en une image de 50 pixels par 50 pixels.

cellules de I'amas. Chaque point de mesure est ainsi associé a une région d’intérét, et il est
alors possible d’extraire des distributions des valeurs mesurées pour chaque région d’intérét,

et pour chaque jour de mesure.

La figure 4.14 montre I’étude de la région d’intérét attenante aux cellules de 'amas. Chaque
couleur est associé a I'un des 9 amas observés. Les points correspondent & la moyenne des
valeurs enregistrées pour la région d’intérét et la barre d’erreur correspond a I’écart-type sur
ces valeurs. La ligne noire illustre ’évolution de la moyenne sur tous les amas, des valeurs
de décalage en fréquence et de largeur de pics observées. Nous voyons ainsi que le décalage
en fréquence et la largeur des pics semble croitre avec le jour de développement. Ces deux
évolutions nous ameénent a la conclusion que les propriétés des cellules évoluent au cours de

la formation de 'amas.

Pour interpréter ces évolutions, nous pouvons revenir sur la théorie derriére la microspectro-
scopie Brillouin présentée en chapitre 1. Au regard de ce développement, ces évolutions de

propriétés peuvent étre imputées soit & un changement de densité et d’indice de réfraction
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FIGURE 4.14 — Etude quantitative des variations de décalage en fréquence et largeur de pics
Brillouin des cellules d’amas cellulaires pendant leur morphogénése.

des cellules de 'amas, soit a un changement de leurs propriétés mécaniques. Afin donc de
clarifier la cause de ces changements, nous utiliserons une autre représentation des données :
la tangente de perte Brillouin (BLT), définie en équation 1.19. Cette grandeur est I'inverse
du facteur de qualité du module longitudinal. Il est souvent appelé "frottement interne" et

ne dépend que de la mécanique du milieu.

La figure 4.15 illustre ainsi cette étude. Les moyennes des tangente de perte Brillouin sont
représentés par les points, et les barres d’erreurs correspondent a 1’écart type sur les me-
sures. Comme pour la figure 4.14, la ligne noire indique la moyenne sur tous les points de
mesure associés aux cellules. La figure 4.15 montre elle aussi une évolution des propriétés
mesurées dans le temps. Cette évolution est trés corrélée a ’évolution observée sur la lar-

geur des pics en figure 4.14. Cela indique que la cause des évolutions observées est d’une
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part imputable aux variations de propriétés mécaniques et d’autre part, qu’elle est majori-

tairement due aux fluctuations de viscosité des cellules au cours du développement de ’amas.
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FIGURE 4.15 — Etude quantitative des variations de propriété mécanique lors de la crois-
sance de neuf acini par microspectroscopie Brillouin. Les points correspondent aux valeurs
moyennes de décalage en fréquence et largeur de pics et les barres aux écart-types sur ces
valeurs.

Notre étude suggére que ’apparition d’un creux dans un amas intervient a un stade ot ’amas
continue de se développer et au cours de cette morphogénése, une évolution des propriétés

mécaniques de ’ensemble est visible.

4.6 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons repris 'approche de la spectroscopie Brillouin confocale et
avons montré qu'un dimensionnement adéquat des spectrométres permettait d’accroitre de
maniére significative I'intensité lumineuse d’un spectromeétre Brillouin, et ce sans modifier
ni la résolution spatiale ni la puissance du laser d’illumination. Cette approche s’avére en
pratique fiable et s’affiche parmi les plus performantes en termes de temps d’acquisition, au
regard de ’état de I'art. Cette approche présente enfin un intérét en biologie ot elle permet
de remplacer la microscopie confocale par fluorescence pour des analyses de morphologie.
Elle s’avere également utile pour le suivi des évolutions mécaniques d’amas lors de leur dé-

veloppement.

Au cours du suivi de cette morphogenése, nos mesures ont suggéré ’existence d’une organisa-

tion cellulaire précédant la différenciation des amas par apoptose. Ce résultat est intéressant,
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car s’il était corroboré par une étude de 'apoptose par fluorescence, il mettrait en avant la
primauté temporelle du processus d’organisation cellulaire sur le processus de différenciation
par mort cellulaire programmeée. Une telle découverte pourrait avoir des implications signi-
ficatives non seulement pour la compréhension de la morphogenése, mais également pour la

compréhension de la carcinogenése de ces amas.

Ce chapitre vient conclure la nouvelle approche de I'imagerie Brillouin que nous avons implé-
mentée dans cette thése. Le systéme résultant des développements théoriques et expérimen-
taux présentés dans ce travail est ainsi théoriquement et expérimentalement plus lumineux,

plus stable, plus rapide et aussi précis que ce que propose 1’état de l’art.
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Chapitre 5

Conclusion et Perspectives

Le présent travail de thése a visé & optimiser le spectrométre VIPA pour I'analyse d’amas
cellulaires tridimensionnels par spectroscopie Brillouin. Cet objectif a été réalisé en revisitant
I'instrument de mesure, en examinant chacune des décisions ayant abouti & sa conception,

et en les remettant en question d’'un point de vue a la fois théorique et expérimental.

Nous avons débuté la présentation de ce travail en proposant une description simple, mais
compléte de ce qu’est la spectroscopie Brillouin. En nous basant sur cette description, nous
avons alors pu établir 'adéquation du spectrographe VIPA dans l'obtention des spectres

Brillouin.

Contrairement a l'utilisation traditionnelle de fibres monomodes dans ce type d’instrument,
nous avons ensuite proposé de coupler le spectrographe VIPA & une fibre multimode, en
proposant ainsi d’accroitre la luminosité de 'instrument tout en améliorant sa stabilité et sa
facilité d’alignement. Ce choix a cependant fait paraitre deux grandes interrogations concer-
nant 'efficacité du dispositif, et sa réponse percusionnelle. Ces deux aspects ont alors été
traités séparément et ont amené a la conclusion qu’il était possible et intéressant de coupler

des spectrographes VIPA & des fibres multimodes.

Cette conclusion, alliée aux avantages que proposait cette nouvelle approche de I'instrument,
nous a amenés a réaliser expérimentalement le dispositif. Nous avons alors constaté que la
stabilité de I'instrument posait probléme. En étudiant minutieusement les sources d’instabi-
lité, nous en avons identifié deux grandes sources : le laser et le spectrographe. La stabili-

sation d’une diode laser étant généralement difficile & implémenter, nous en avons proposé
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une nouvelle approche, en avancant un lien entre la température ambiante et la fréquence
d’émission du laser. Cela nous a permis de proposer une nouvelle méthode de stabilisation
du laser, basée sur une simple mesure de température. Cette méthode a permis d’atteindre
des stabilités de 'ordre de 500 MHz par mois pour un cotit et une complexité contenue. Cela
nous a permis d’aborder le probléme de stabilité du spectrographe. Plutot que de proposer
une stabilisation physique de 'instrument, nous avons proposé une correction numérique,
apparaissant au moment du traitement des données. Cette approche nous a ainsi amenés a
une nouvelle méthode de traitement des spectres permettant des stabilités d’instruments de
I'ordre de la semaine, pour des précisions de mesures comparables a celles observées dans

I'état de lart.

L’instrument résultant étant capable de retourner de maniére stable et avec une grande
exactitude les caractéristiques des spectres Brillouin, nous nous sommes alors intéressés a
la maniére dont nous pouvions imager les échantillons. En accord avec nos besoins et dans
la continuité de ce que proposait la littérature, nous avons repris la théorie de la micro-
scopie confocale, et choisi d’aborder le dimensionnement du microscope confocal a travers
la résolution spatiale attendue. Cette approche est ainsi venue compléter celle de 1’état de
I’art, en soulignant I’existence d’un compromis sur la résolution spatiale et la puissance du
signal collecté faisant intervenir la taille du détecteur et 'ouverture de 1'objectif. En profi-
tant alors de ce compromis, nous avons établi une nouvelle approche du dimensionnement
de l'instrument, proposant d’optimiser la puissance collectée a résolution spatiale donnée,
en choisissant des objectifs de plus grandes ouvertures et des tailles de détecteurs adaptées.
Cette approche nous a ainsi permis de développer 'un des spectromeétres les plus rapides
pour la spectroscopie Brillouin a ce jour, instrument dont nous avons confirmé le bon fonc-
tionnement sur une étude expérimentale du développement d’organoides. Cette étude a mis
en avant une potentielle organisation cellulaire primant sur la différenciation des amas par
apoptose. Ce résultat, qui n’est que préliminaire et demande encore confirmation, montre
cependant un exemple concret de l'utilité de ce dispositif. Cette étude a ainsi confirmé la
rapidité, la stabilité et 'adéquation de I'instrument a 1’observation de la morphologie d’amas

cellulaires.

En conclusion, nous avons implémenté un spectrométre VIPA fiable, stable et plus lumineux
que les implémentations proposées auparavant. Cette avancée ouvre de nouvelles perspec-

tives pour l'utilisation du spectrométre VIPA dans ’analyse d’échantillons biologiques par
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spectroscopie Brillouin, et offre, par la stabilité de I'instrument présent, la possibilité a la

technologie de se démocratiser en biologie.

Cloturons maintenant cette thése en proposant trois continuations possibles de ce travail
a travers l'approfondissement de la compréhension du spectrométre VIPA, 'établissement
d’une nouvelle méthode de traitement des courbes et I'introduction d’un nouveau type d’ins-

trument : le spectrométre VIPA & double axe de dispersion.

5.1 Modélisation de la transmission de puissance dans un

spectrométre VIPA

Nous avons généralisé en chapitre 2 le modéle du spectrométre VIPA pour des sources éten-
dues, en repartant des modeéles présentés dans la littérature [143, 69, 70, 144, 71, 145]. Cette
approche nous a permis de généraliser le spectrométre VIPA et de proposer des implémen-
tations de ce spectromeétre ol la source soit une fibre multimode. Le modéle que nous avons
cependant établi ne s’est pas intéressé a l'efficacité de l'instrument, définie ici comme la
proportion de I’énergie lumineuse apportée par la source qui se retrouvera sur le détecteur.
Expérimentalement, ce ratio est souvent compris entre 50% et 80% [101, 146]. Or, en calcu-
lant les efficacité théoriques prédites par les modeéles établis, nous observons des efficacités
bien supérieures, proche de 100% [147]. Ce décalage entre le modéle et I'expérience remet en
question la validité du modéle et donc 'utilisation qui en est faite & la fois dans la littérature
et dans cette thése. Dans cette section, nous proposons donc d’identifier et de corriger le mo-

déle pour que l'efficacité théorique du spectromeétre VIPA soit cohérente avec celle observée.

Nous repartirons du modeéle le plus complet du spectrométre VIPA présenté dans la litté-
rature [71], ou linstrument est globalement abordé dans le cadre de 'optique de Fourier.
Dans ce cadre, un rayon peut étre défini par deux angles décrivant sa direction suivant les
deux vecteurs directeurs du plan orthogonal a la direction de propagation de 1’ensemble du
faisceau. En suivant la représentation de cette configuration donnée en figure 2.7, nous no-
terons ici ces vecteurs ¥ et ¥/, et le vecteur de la direction de propagation du faisceau 2. Si
le VIPA se résume a deux miroirs paralléles dans du vide, 'amplitude du champ électrique
de ce faisceau sur le plan du détecteur s’écrira alors comme la somme des sources virtuelles

déphasées, normalisées en amplitude par les réflectivités des miroirs. En reprenant ainsi les
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notations de la figure 2.3, cette amplitude transmise s’écrira alors :

+00

A(t)(ecw 0,) = (1 —ry) Z (rlwew(ez,ey))nA(o)(gw 0,) (5.1)
n=0
1— T2

- A©g,.0,) (5.2)

1 — 7ryreeid(ba,0y)

Soit une transmission d’intensité :

B 1—r2 (5.3)
1+ (r17m9)? — 21113 COS § ’

En intégrant alors cette équation pour le déphasage induit par les sources virtuelles du VIPA
§ dans [—7, 7], nous obtenons : 7 = (1 —r3)/(1 — r?r2). L’état de 'art s’arréte ici dans
la modélisation de I'instrument. En évaluant alors cette transmissivité pour un VIPA usuel,
présentant des réflectivités vy =~ 1 et ro &~ 0.95, nous devrions atteindre des efficacités de

lordre de 100%, ce qui n’est expérimentalement jamais observé.

Ce modéle n’est donc pas satisfaisant du point de vue énergétique. Nous proposons de I'amé-
liorer en prenant en compte le coefficient d’absorption o du matériau composant le VIPA.
L’absorption dans la silice fondue étant de 'ordre de 10d B /km, nous aurons a ~ 9.10™*m .

Nous écrivons alors 'amplitude transmise suivante :

]_—7”2

(t) —
A (em’ Qy) T 1— T1r26i6—ah/c059’ (54>
avec 0’ 'angle entre le faisceau et la normale du VIPA pris dans le VIPA.
Cette premiére modification ameéne & I’écriture de I'intensité transmise suivante :
1— 2
T = b (5.5)

1+ (T1r2>2€—2ah/cos9’ — 21179 COS Je—ah/cos?’

En intégrant alors comme précédemment, cette équation pour § dans [—m, 7|, nous obte-
nons : 7/ = (1 —172)/(1 — rirde2e"/<s") Nous pouvons alors approcher cos#/ par 1, dans
I'approximation des petits angles, et pour les valeurs usuelles du VIPA (h = 3.37mm, r; ~ 1
et ro &~ 0.95), nous obtenons .7/ = 0.99997. La prise en compte de ’absorption du matériau
composant le VIPA a donc un effet négligeable qui ne permet pas d’expliquer les écarts entre

les transmissivités théoriques et expérimentales du VIPA.
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Nous devons en conclure que ce sont les défauts de surface du VIPA, les hétérogénéités
dans le coating des miroirs et les erreurs de parallélisme qui induisent les pertes observées
expérimentalement. Cette conclusion rejoint celle émise par Chabbal en 1958 [148]| pour la
transmission des étalons de Fabry-Pérot. Nous proposons ici de les modéliser de maniére plus
simple que I’étude mentionnée, en considérant qu’a chaque réflexion, une partie du faisceau
est perdue sur les aspérités de surface. Ainsi, seule une partie du faisceau ~ sera transmise
a chaque rencontre avec le second miroir du VIPA. Ce nouveau paramétre prend la forme
d’un facteur compris entre 0 et 1, et améne a ’expression de 'amplitude du champ électrique

suivant :

A(t)wm,gy) = M (5.6)

1 — ryreeid
En découle alors 'expression de l'intensité de 'onde électromagnétique, proportionnelle au
carré du module du champ électrique :

(1 - 1)
1+ (r17r9)? — 21719 cOs 9

TN =

(5.7)

Cette approche nous donne un moyen de juger les qualités de surface en fonction des trans-
missivités expérimentales observées. Ainsi, pour des valeurs de 7 supérieures a 0.8 et des
réflectivités des miroirs allant de 0.9 a 1, nous obtenons des transmissivités allant de 64%
a 100%. Ces valeurs sont cohérentes avec celles observées dans la littérature {101, 146] et
semblent raisonnables. Cela nous permet de suggérer une piste pour expliquer les écarts entre

le modéle et I'expérience qui proviendraient des imperfections du VIPA.

Ce modéle nous améne a établir que le VIPA est un instrument qui n’induit théoriquement
pas de pertes de puissance. Cela entraine que pour le pouvoir de résolution d’un spectro-
meétre VIPA, soit de I'ordre de 5.10°, aucun appareil ne pourra étre plus lumineux que cet
instrument, du moment que les surfaces du VIPA sont sans défaut. Des mesures expérimen-
tales manquent pour établir la justesse de ce modéle, cependant au regard des études sur les

Fabry-Pérot, les conclusions que ce modele apportent semblent cohérentes.

Notons que ce modéle nous permet également de justifier la forme de la PSF de I'instrument.
Les pics n’étant visibles qu’en cas d’interférences constructives, lorsque 0 est multiple entier

de 27, en effectuant un développement limité en ¢ de I'intensité a ’ordre 2 autour de § = 0,
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nous obtenons :

2 1 — 2
10 =, i (1=r2) (5.8)
1 + (7‘17”2) — 27"17“2 (]. —+ 6/2/2)
avec &' = | (0 + 7)/(27)| — m, nous permettant d’obtenir une valeur entre —7 et 7. Nous
reconnaissons alors une Lorentzienne en d. En reprenant alors I’expression de § proposée en

équation 2.13, nous voyons que ¢ est proportionnel & A donc la PSF du spectrométre VIPA

sera une Lorentzienne en longueur d’onde.

Les modéles établis dans la littérature sont donc bien cohérents avec les observations expé-
rimentales, du moment que les imperfections du VIPA sont prises en compte, ce qui résulte
essentiellement en le modéle ici présenté. Sous réserve que ce modéle soit validé expérimen-
talement, nous pourrions alors établir qu’aucun spectrographe ne pourrait théoriquement
surpasser la luminosité du VIPA donné son pouvoir de résolution, un résultat trés intéres-

sant pour l'instrumentation en spectroscopie.

5.2 Analyse par phaseurs d’une Lorentzienne

Nous avons présenté en chapitre 3 une nouvelle méthode de traitement pour les spectres
Brillouin. Cette méthode se base sur une nouvelle estimation de la relation pixel-fréquence
et sur une modification de la fonction de fit utilisée pour extraire les données. Bien que les
résultats de ces deux méthodes soient bons, tant sur la précision obtenue que sur la rapidité
de traitement, ils restent cependant basés sur un fit. L’utilisation d’un fit dans le traitement
de données présente en général deux défauts :

— Nous devons estimer la valeur des paramétres initiaux pour le fit. Dans le meilleur des
cas, ces parameétres initiaux peuvent étre estimés indépendamment de 1'utilisateur, ils
sont alors potentiellement loin de la valeur réelle. Dans le pire des cas, ils sont entrés
par l'utilisateur et le traitement devient alors dépendant de 'utilisateur.

— Une fois les parameétres initiaux entrés, I'idée de ’algorithme est de faire une régression
sur erreur, ce qui introduit alors la question de la fonction d’erreur et le probléme

du temps de calcul, car la régression est lente.

Dans la littérature, nous trouvons cependant une approche innovante du traitement : I’ana-
lyse par phaseurs [149|. Le principe de cette étude est de ne plus utiliser un fit, mais de

reconnaitre dans la transformée de Fourier du signal, la transformée de Fourier de la forme
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de fonction que nous voulons reconnaitre. En suivant les raisonnements faits au chapitre 3,

cette fonction est une Lorentzienne.

L’application de cette méthode permettrait donc de ne plus étre dépendant de 1'utilisateur
et de ne pas avoir de régression a faire. La méthode semble donc trés avantageuse. Elle reste
cependant limitée sur deux aspects dans la littérature [149] :
— On considére dans cette étude que la discrétisation du signal est infinie
— On ne choisit qu’une seule fréquence pour extraire les propriétés de la Lorentzienne
alors que nous avons techniquement accés a plusieurs évaluations de la transformée

de Fourier du signal, pour plusieurs fréquences de la transformée.

Dans cette section, nous allons approfondir ’étude en prenant en compte la discrétisation

du signal et en considérant I’ensemble des fréquences accessibles.

Commencons donc par rappeler la transformée de Fourier d’une Lorentzienne. Dans le cas
donné ici, nous choisirons une Lorentzienne normalisée, comme précédemment, en amplitude,

centrée en z( et présentant une largeur I :

F(Lor] () = 2—” exp [2imzoy — T ] (5.9)

Il en découle la possibilité d’identifier la position du centre de la Lorentzienne et sa largeur

en observant uniquement sa transformée de Fourier :

['=—=in{2/(Cm) |F [ZLoor] W)[} /(7 [V])
ro = @ [F [ZLor] (V)] /(270)

(5.10)

Notons que dans le cas réel, les signaux observés ne seront pas continus, mais discrets.
La transformée de Fourier de ce signal discrétisé pourra donc étre exprimée comme une

approximation par la méthode des rectangles de la transformée de Fourier continue, soit :

F | Lyor| (k) = 2, Ly r(xn) exp —2itkz,Ax =~ FFT (£, r| (v)Ax (5.11)

avec F'F'T 'algorithme de la transformée de Fourier rapide. Notons ici que nous avons gardé
le paramétre v pour exprimer les fréquences, car nous choisissons de convertir les fréquences

numériques, retournées par une FFT classique, en un axe de fréquence "réel", c’est-a-dire,
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un axe de fréquence prenant en compte la discrétisation du signal.

Sous réserve que cette approximation soit exacte, nous pourrions alors identifier les para-

métres de la courbe dans le module et la phase des composantes fréquentielles retournées.

La figure 5.1 présente une Lorentzienne arbitraire et normalisée. Pour rapprocher cette courbe
a celles qui ont été présentées dans ce manuscrit, nous la situerons a une abscisse o = 5,
et lui donnerons une largeur I' = 1. Si l'unité de I'axe des abscisses est en GHz, cela corres-
pondra approximativement au pic Brillouin de ’eau pris sur échelle en fréquence centrée sur
celle du laser. Nous observons la fonction sur une fenétre de largeur ws, = 5 avec un pas de
discrétisation de Ax = 0.15. Ici encore, ces valeurs correspondent grossiérement aux condi-
tions expérimentales de notre instrument. La figure 5.1a trace le pic et la figure 5.1b compare
la transformée de Fourier théorique de ce pic (donné par I’équation 5.9) et la transformée de
Fourier approchée par la méthode des rectangles (donnée par I’équation 5.11). Remarquons
que les deux transformées semblent partager la méme enveloppe, mais que la périodisation
du signal semble différente entre la transformée de Fourier discréte et la transformée de Fou-

rier continue.

Cette différence est déterministe, et il est donc possible de 'exprimer analytiquement. Cette
fonction n’a pu étre établie dans cette thése, mais il est possible et intéressant de le faire. En
effet, si cette relation est établie, alors cette nouvelle approche de I'estimation des parameétres
d’une Lorentzienne sera par nature :

— Plus rapide qu’un fit, car elle se basera sur 'utilisation d’une transformée de Fourier
discréte, qui peut étre obtenue par ’algorithme FFT.

— Indépendante de l'utilisateur, en effet elle ne demandera aucun paramétre initial, &
I'inverse du fit.

— Plus précise car elle donnera non pas une seule estimation des parameétres, mais un
ensemble d’estimations, correspondant aux fréquences de la transformée de Fourier
discréte. En particulier, elle permettra d’estimer les parameétres de la fonction aux
basses fréquences. Ceci est intéressant, car ’enveloppe de la transformée de Fourier
de la Lorentzienne est une exponentielle décroissante avec les fréquences. Ainsi, dans
I’hypotheése d’un bruit blanc, I’estimation des parameétres de la Lorentzienne sera d’au-
tant moins sensible au bruit que la fréquence a laquelle ses paramétres seront estimés

sera faible.
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FIGURE 5.1 — Comparaison des transformées discrétes et continues d’une fonction Lorent-
zienne. a) Lorentzienne reprenant les paramétres attendus pour un pic Brillouin d’eau observé
via un spectrométre VIPA classique. b) Comparaison des transformées de Fourier continues
de la version continue et discréte d’une Lorentzienne reprenant les paramétres d’un pic
Brillouin d’eau.

Il serait intéressant de développer cette méthode qui pourrait présenter une avancée dans le
traitement de ce type de courbe, pour les spectromeétres VIPA, mais également dans d’autres
disciplines ou des formes de courbes Lorentziennes apparaissent du fait de ’observation de
phénomeénes aléatoires suivant des lois de Cauchy (nous pouvons en particulier penser a la

résonance magnétique nucléaire).

Notons enfin que cette méthode reste fondamentalement une transformée de Fourier discréte,
une transformée linéaire. Ce point est 1a aussi intéressant quand 'on se rappelle que le signal
observé en microspectroscopie Brillouin, a travers un spectromeétre VIPA, est la convolution
d’une Lorentzienne par une intégrale de fonctions (voir chapitre 1). Notre approche conser-
vant la linéarité, elle peut étre déclinée pour prendre en compte 1’élargissement des spectres
di a louverture numérique de 'objectif et donc pallier le principal défaut des méthodes

traditionnelles de résolutions de spectres Brillouin : le fait que I’on ne puisse pas prendre en
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compte l'effet de 'ouverture numérique dans le traitement des données.

5.3 Spectrométre VIPA a double dispersion

Les développements du chapitre 2 ont mis en évidence ’apparition de courbures sur les fronts
d’interférences constructives des amas. Nous avons alors examiné deux approches pour ré-
soudre ce probléme : la correction numérique de ces courbures et le dimensionnement du
spectrométre pour les éliminer. Une troisiéme option est envisageable, et nous I'étudierons

dans cette section : utiliser ces courbures a notre avantage.

Nous avons établi que ces courbures intervenaient parce que la divergence du faisceau était
trop importante. Dans l'optique de Fourier, cette divergence est en réalité I'image de la
fréquence spatiale du signal, et nous pouvons proposer de voir le spectrométre de cette ma-
niére. La figure 5.2 propose une représentation du spectrographe VIPA présenté en détail au
chapitre 2, ou les fleches rouges indiquent la présence de plans en relation d’image avec la
source du faisceau ou en relation d’image avec la transformée de Fourier spatiale du faisceau.
Nous remarquons que le détecteur est dans ’espace de Fourier. Ainsi, lorsque nous observons
le spectre d’interférence obtenu sur le détecteur, nous visualisons & la fois une distribution

spectrale du signal, et une distribution en fréquences spatiales du signal.
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objet réciproque objet réciproque

FIGURE 5.2 — Schéma d’un spectrométre VIPA avec lentille de focalisation dans le VIPA
sphérique.

Dans le cas ot la lentille cylindrique serait remplacée par une lentille sphérique, nous obtien-
drions sur le détecteur une image des composantes fréquentielles spatiales du signal induisant

des interférences constructives a une longueur d’onde définie. En clair, il serait possible de

120



5.3. Spectrométre VIPA & double dispersion

différencier les directions de collections du signal sur le détecteur, en utilisant le VIPA comme

un élément de dispersion spectral non plus unidimensionnel, mais bidimensionnel.

La figure 5.3 illustre ainsi une potentielle application a cette vision du VIPA. Le signal est
collecté via un angle solide représenté en figure 5.3a par un objectif qui renvoie un faisceau
correspondant a la transformée de Fourier spatiale du faisceau. Cette transformée de Fourier
spatiale correspond en pratique a une décomposition en fréquences spatiales du faisceau, qui
peut étre paramétrée en une longitude 6 et une latitude . Si ce faisceau est alors directe-
ment focalisé dans le VIPA, c¢’est-a-dire si une relation d’image existe entre le second miroir
du VIPA et I'objet, nous pourrons associer en toute rigueur chaque point du détecteur a
un doublet (longitude, latitude), ou, pour reprendre nos notations, (¢, ). C’est ce qui est
schématisé en figure 5.3b. Si le détecteur est maintenant situé au plan focal de la lentille
sphérique de focalisation schématisée en figure 5.2, alors chaque lieu d’interférence construc-
tive observée sur le détecteur sera associé¢ a un doublet (6, ). Notons alors que la figure
d’interférence du signal, et plus particuliérement la relation pixel-fréquence, ne dépend que

des parameétres du spectromeétre.

a) b)

27
0
14!
.............................. )
/
0

FIGURE 5.3 — Preuve de concept d’un spectromeétre VIPA & deux axes de dispersion et
utilisation pour la décomposition en fréquence spatiale d’un signal.

Cette approche de l'instrument présente deux intéréts :
— Soit I'échantillon est isotrope, auquel cas 1’élargissement des pics par le processus

décrit en chapitre 1 est ici beaucoup moins important, car I'intégrale 1.16 ne s’effectue
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plus que sur l'illumination
— Soit I’échantillon est anisotrope, auquel cas nous pouvons directement mesurer I’ani-
sotropie, en rappelant que la direction de collection est liée a la direction de 'onde

mécanique.

Notons enfin que dans cette implémentation, le signal est discrétisé sur un détecteur plan.
Il en découle une discrétisation du signal sur un nombre de pixels beaucoup plus élevé, qui,
au regard de 'étude portée par Torok et al. [150], laisse entrevoir une meilleure résolution

spectrale.

Cette nouvelle architecture d’instrument représente la perspective la plus intéressante de
cette these, car elle place la spectroscopie Brillouin en tant que technique, au coeur d’un
domaine émergent et prometteur : I’étude de ’anisotropie a 1’échelle microscopique dans les

échantillons biologiques [51].
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Annexe A

Détails de calculs

A.1 Différence de chemin optique

La figure A.1 schématise la configuration usuelle rencontrée dans une cavité optique. Un
faisceau incident rencontre une premiére interface semi-réfléchissante au point A. Une partie
du faisceau est réfléchie, et une autre partie entre dans la cavité. En traversant la cavité, le
faisceau rencontre une seconde interface qui refléte partiellement le faisceau au point B. Une
partie de ce faisceau réfléchi sera alors transmis par la seconde interface, et une partie sera
reflétée dans la cavité. La partie reflétée dans la cavité rencontrera alors la premiére surface
au point C. La partie reflétée du faisceau au point C rencontrera alors la seconde interface
au point F et ainsi de suite. Nous ajoutons a ce schéma les points D et E, qui représentent la
projection des points C (respectivement F) sur les faisceaux ayant été reflétés par les plans

semi-réfléchissant 1 (respectivement 2).

n
Plan
semi-réfléchissant 1
nl
Plan 5
semi-réfléchissant 2 B F
n

EX

FIGURE A.1 — Schéma de la différence de chemin optique dans une cavité optique.



Annexe A. Détails de calculs

Dans cette configuration, nous voulons que tous les rayons de méme sens soient en phase,
pour qu’ils puissent interférer constructivement. Cette condition impose que la phase du
faisceau en C soit la méme qu’en D, et que la phase du faisceau en E soit la méme qu’en F.

En notant ¢(z) la phase du faisceau en un point x, nous auront donc :

(A1)

Ces équations peuvent se développer en faisant intervenir le chemin optique et le vecteur

d’onde k = 27/, et en rappelant que ¢ est une fonction périodique définie sur [0, 27] :

k(n'(AB + BC) —nAD) = 2mn
k(n'(BC + CF) —nBE) = 2mmw

(A.2)

Le calcul donne [66] :

n'(AB + BC) —nAD = 2n'hcos§' = n'(BC + CF) —nBE (A.3)

A.2 Détail du calcul d’angle entre le faisceau d’illumina-

tion et de collection

En reprenant les notations de la figure 1.4, nous pouvons définir 'angle 6 via le produit

scalaire des vecteurs unitaires d’illumination et de collection :

X

<y

cosf =

<y

<y

Avec :

U = tanb;,cos0; & +tanb, ,sinb,,y — 7
7 = [tan 6,4 cos O cos Oy — sin ] & + tan 6, , sin 0, ;57— (A.5)
[cos By + tan 6., cos b, sin 6] 7
D’ou :
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A.3. Calcul de I'angle solide couplé dans le VIPA

|dl| = /1 + tan?6;,
|7]] = v/1 + tan? 0.,

(A.6)

Et :

—

U-U=tanb;,cosb;,tanf.,cosb.,cosfy — tanb, , cos b, sin o+

tan6; ,sin6; s tan @, , sin 0.+ + cos By + tan b, , cosb.,sinfy (A.7)

Amenant, par :

u-v
cost = ——— (A.8)
]l {17
A
1
cosf = [tan d; , cos 6, tan 6., cos 6. cos Oy—

\/]. —+ tan2 92'@ \/]. + tan2 ec,a
tan; , cos;;sinty + tan b, ,sin 0, , tan 0. , sin 0, ,+

cosfy + tanf,, cosf.¢sinfy] (A.9)

Puis en rappelant la formule de I’angle moitié :

cos(0/2) =1/ 1+TCOS€ (A.10)

Nous pouvons exprimer w,(w) en fonction des divers angles définis ci-dessus.

A.3 Calcul de I’angle solide couplé dans le VIPA

L’angle solide se définit de maniére générale par I'expression suivante :

Q= //sin vdpdy (A.11)

avec v |'altitude et ¢ 'azimuth.
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Annexe A. Détails de calculs

Ainsi un cone présentant un angle a son apex de 20 aura un angle solide

2 0
Q= / deb/ sinvdy = 2m(1 — cos6) (A.12)
0 0

Afin d’exprimer maintenant ’angle solide associé a 'aire de la figure 2.4c coloriée en vert,
nous pourrons nous placer dans ’approximation des petits angles, et considérer que le rapport
entre 1’angle solide associé a 'aire verte et I’angle solide associé a tout le faisceau est le méme
que le rapport de I'aire de la partie verte du faisceau par la somme des parties vertes et rouges

de l'aire du fiasceau. Commencons donc par établir I'aire de la partie verte du faisceau :

tan(8)
A= 2/ Vtan? f — x2dz (A.13)
¢ )

an(B—0(x)

Par le changement de variable z = tan(f)sin(y) et en appliquant l'identité : 2cos®y =

1 4 cos 27, nous arrivons a :

A= tan? 8 / | (mnz(w(z))>(1 + cos(27))dy (A.14)

tan2 B

Ce qui améne a :

A s {w — 2arcsin (mﬂ(ﬁ _ 6(:”))) ~ sin (2 arcsin (tan2<5 _ 6<x>))>] (A.15)

2 tan? 3 tan? 3

Nous en déduisons alors I’angle solide associé a 'aire verte sur la figure 2.4c :

o (1ot {W e <tanQE§n;g(x))) — sin (2 arcsin <tan2ifn2§(x)))(>jw>

Notons que cette expression est obtenue pour les parameétres sans prise en compte de I'indice
de réfraction du VIPA. En prenant alors en compte cet indice, nous retombons sur I’équation

présentée en section 2.3.
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A.4. Equation paramétrique des isofréquences d’un spectrométre VIPA a deux axes de
dispersion

A.4 Equation paramétrique des isofréquences d’un spec-

trométre VIPA a deux axes de dispersion

En repartant de I’équation 2.13, en établissant la condition § = 2mm, nous obtenons :

) 2
5 = TWQh\/{cos gp\/l —sin? @, — sin* 6, — sin g sin 93[;] —1+n?=2mn (A.17)

mA 5 o . . 2 )
o = \/{cosgo\/l —sin“ 6, —sin“ 6, — smgpsmH:C] —1+n (A.18)

En appliquant I’hypothése des petits angles sur 6, et ¢, nous obtenons :

mA z\? Y S ,
on = COSQO\/l—(E> _(E) —sm<pﬁ —1+n? (A.19)

Soit :

mA\” 9 )’ y\° . =z
<%) +1—n"= [cosgp 1_(E> _(E) —smgoﬁ (A.20)

2 2
1 — (=) — (X i z .
Puis, comme cos 90\/1 <fs) (fs) > sin -

\/(m—)\)2+1—n’2:coscp\/1— (i)Q— (£>2—Singo£ (A.21)
2h s s s

Soit, en soulignant que ¢ ~ 0 :

e
cofssgp\/(gl_h> +1—n?=4/f}—22—1y?>—tanpzx (A.22)

Donec :

2
\V[E—a?—y?= cﬁgp\/(%) +1—n"”+tanpr (A.23)

Ce qui améne finalement & :

2

Is mA\’
Y= fi—a2®— cos o o +1—n"+tanypr (A.24)
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Annexe A. Détails de calculs

Donc la représentation paramétrique des isofréquences prend bien la forme suivante :
y==%Var?+br+c (A.25)

Avec :
a=—1—tan?p

an m 2
- ) v (420
AN 2
c= fS < - cosch ((2_;\) +1- nl2>>
Notons qu’il est également possible d’appliquer I'hypothése des petits angles sur 'angle
d’inclinaison du VIPA :

a=—1—¢?

b= et/ (52) + 1 (a2)

C:f§<1 - 2/2)?(( )"’1_ ))

A.5 Redressement des courbures des isofréquences

Repartons de I’équation 2.13 présentant le déphasage d’'un VIPA dans le cas général.

9 2
)= Tﬂ-Qh\/|:COS gp\/l — sin? @, — sin 6, — sin g sin 94 —14n?=2mn (A.28)

Dans 'approximation des petits angles, cette équation devient :

2

2 2
5:277T2h cosw\/l— (;fs) - (%) —smgo(fs) —1+n2=2mn (A.29)

Pour redresser les isofréquences, tous les points présentant le méme déphasage doivent étre
sur la méme coordonnée x. L’existence de ces isofréquences implique donc l'existence du

point (2’ ) associé au point (x,y). La valeur de la coordonnée =’ doit alors vérifier :

cosng\/l — (st) — (%) —sinp (%) =cospq|1— (;—;) —sinp (fs) (A.30)

D’ou :

— (fg - (,/fg — 22 — 32 + tan pz’ — tan go:z:) ) (A.31)
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A.6. Divergence maximale permise pour une courbure inférieure & un seuil

Ce qui améne au polyndéme d’ordre 2 :

2

(1+tan2 go)x'2+2 tan @ (\/fg — 22 —y? — tan gDﬂU) '+ (\/ fi—a?—y?— tangpx) _fg =0

(A.32)

D’ou le discriminant A :

2
A=4 <tan2 ofs — <(\/f§—x2 — 2 —tangox) —fé)) (A.33)

Et donc les solutions pour 2’ :

2tan (\/fg«—IQ — 12 —tangpx) + VA

2(1 + tan? p) (A.34)

Tr =

tan <\/f§—a:2 — 2 —tangox) + \/tan290f§— ((x/fg—yﬂ — 2 —tangpx>2 —fg)

1+ tan? ¢

/
r=—

(A.35)

Notons que cette équation n’a besoin que de deux paramétres : 'angle d’inclinaison ¢ et la
focale de la lentille située derriére le VIPA fs pour pouvoir étre appliquée sur le détecteur

(en admettant que le signal soit parfaitement centré sur le détecteur).

A.6 Divergence maximale permise pour une courbure in-

férieure a un seuil

En repartant de ’équation 2.13, nous pouvons établir, pour 6, = 0, I’équation suivante :

2 ? 2
0= §2h\/[cos ¢4/ 1 — sin? Qy} —1+n?= TWQh\/[cosgocos 0,]> —1+n? (A.36)

Pour établir une condition sur la divergence, nous pouvons relier ’erreur en longueur d’onde

O\ & la divergence du faisceau, via :

2T
A+ O0A

2
2h\/cos2 o — 1+ n2 = ;Qh\/[cos pcosB,)’ — 1+ n? (A.37)
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Soit :
A
)\+5)\\/coszg0—1+n/2: \/[cosgocosey]2—1+n’2 (A.38)
Puis
N2
()\ - 5}\> (cos? o — 1 +n"%) = [cospcosB,]* — 1 +n” (A.39)
Soit
vo\?
()\ n 5)\> (cos®p — 1+ n?) +1—n" = [cos pcos b, ]? (A.40)
Puis
1 A Y
o (cos2p —1+n?) +1—n2 =cosb, (A.41)
oS
Amenant finalement a
1 A Y
- 20— 1+4n?)+1—n? A.42
6, = arccos s ()\+5)\) (cos2p —14+n?)+1—n ( )

A.7 Estimation de la puissance transmise en configura-

tion confocale

En repartant de ’équation 2.13, nous pouvons établir, pour 6, = 0, I’équation suivante :

2 2 2
0= TWQh\/{cos ©4/1 — sin? Hy} —1+n?= TWZh\/[cosgocos Qy]z —1+n? (A.43)

Pour établir une condition sur la divergence, nous pouvons relier ’erreur en longueur d’onde

O\ & la divergence du faisceau, via :

2 2
3 +7T6)\2h\/0052 o—14n?= ;2h\/[cosgocos 0, — 1+ n? (A.44)
Soit :
A 2
)\_I_é)\\/cos?go—l—i—n’?:\/[cosgpcosﬁy] —1+n? (A.45)
Puis
A2
<)\+5)\> (cos? p — 1 +n"%) = [cos pcos,]* — 1 +n” (A.46)
Soit
v \?
()\ n 5)\> (cos® o — 1+ n"?) + 1 —n" = [cos ¢ cos 0,)° (A.47)
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A.8. Estimation de la largeur d’une Lorentzienne

Puis

1 A Y
cosgo\/()\—i—é)\) (cos2¢p —14+n?)+1—n"2=cosb, (A.48)

Amenant finalement a

1 A
6, = arccos cosgo\/()\ m 5)\) (cos?2p —1+n2)+1—n'? (A.49)

A.8 Estimation de la largeur d’une Lorentzienne

En reprenant 1’expression normalisée en amplitude d’une Lorentzienne :

_ (T/2)
gVo,F(V) = (V — VO)Q + (F/2)2 (A‘50)

L’intégrale de cette expression donne :

vz o T Vs — 1 vy — 1
/Vl L, r(v)dv = 5 {arctan( T ) - arctan( T )} (A.51)

Dans le cas ot v; + 1, = 21y = W, c’est-a-dire ot la fenétre d’intégration est centrée sur

le centre de la Lorentzienne, nous pouvons exprimer l'intégrale en fonction de la taille de

vo+W/2 W
/ L, r(v)dv =TI'arctan (—) (A.52)
vo—W/2 2r

fenétre W :

En régle générale, I' est proche de 1 GHz, donc en exprimant W en GHz, nous pouvons

approcher I' par :
14
~ fyf Ly, r(v)dv

™ arctan(W/2) (4.53)
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Annexe B

Eléments de description de la
spectroscopie Brillouin en Physique

Quantique

L’approche des phénomeénes Physiques décrits dans le corpus de cette thése n’a fait usage
que des notions de Physique Classique. En soulignant cependant que le phénomeéne observé
est un échange d’énergie entre le milieu (sous la forme d’une onde mécanique) et une onde
¢électromagnétique (la lumiére incidente qui sera diffractée), nous pouvons aborder le phé-
nomeéne du point de vue quantique. Dans cette approche, nous décrirons la lumiére comme
un ensemble de photons et ’'onde mécanique comme un ensemble de phonons. Nous sommes
rapidement passés sur la notion de phonon dans le corpus, attardons-nous ici un peu plus

longuement sur cette notion.

Le postulat de la Physique Quantique est la quantification de I’énergie. Il existe donc une
unité d’énergie que I'on appelle quanta. Un échange d’énergie implique un échange de quanta,
et I’énergie d’un phénomeéne est elle-méme décomposable en quanta. Lorsque I'on veut ainsi
s’attarder sur I’énergie d’une onde mécanique, I’envie nous prend d’utiliser un quanta. Techni-
quement, une onde mécanique n’étant qu'un mouvement d’atomes, ces quantas sont de divers
types, en fonction des liaisons observées. Il est donc difficile de donner une des quatre natures
(gravitation, électromagnétisme, nucléaire faible ou nucléaire fort) au quanta observé, ce qui
au passage n’empéchera pas I’échange d’énergie entre différents quanta et 'onde mécanique.
Pour pallier ce défaut, nous utilisons une quasi-particule, c¢’est-a-dire un pseudo-quanta qui

n’a pas de réelle existence physique mais qui nous permet de cacher notre incapacité a décrire
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correctement la quantification d’énergie dans une onde mécanique. Ce pseudo-quanta est le

phonon. Cette quasi-particule décrit donc une unité élémentaire d’énergie mécanique.

L’intérét d’un phonon s’illustre lorsqu’une interaction entre un phonon et un photon inter-
vient. Dans ce cas, deux principes : la conservation de 1’énergie et la conservation du moment

quantique interviennent et ameénent aux équations 1.7 et 1.9 :

E;

th = El + Ephonon = hVi + hf (Bl)

1

G =k, — ko (B.2)

De la, le déroulement des sections 1.3, 1.4 et 1.5 reste identique et les résultats présentés

s’appliquent de la méme maniére.
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