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Résumé

Cette these porte sur le développement de techniques servant a I’amélioration de la sensi-
bilité de détection de la microscopie “Stimulated Raman Scattering” (SRS) et I'utilisation de
plusieurs types de microscopie optique non-linéaire pour I'imagerie d’échantillons géologiques
et biologiques.

L’amélioration de la sensibilité de détection de la microscopie SRS est étudiée de deux
facons: par 'utilisation des filtres adaptés comme outil de détection du signal SRS et par la
diminution du signal non-résonant présent lors de ’acquisition de spectres SRS en modulant
la polarisation du faisceau Stokes. Les filtres adaptés montrent une efficacité 1égerement plus
élevée en utilisant des ondes carrées comme forme du filtre qu’avec 'utilisation d’'un ampli-
ficateur a détection synchrone. Nous présentons ainsi une preuve de concept de 'utilisation
des filtres adaptés en microscopie SRS mais les résultats montrent que leur utilisation n’est
pas, & ce stade, adapté pour 'imagerie en temps réel. Egalement, nous faisons une preuve de
concept d’une technique de microscopie SRS par modulation de la polarisation qui réduit le
signal non-résonant causé par la modulation de phase croisée (XPM) en modulant la pola-
risation du faisceau Stokes plutot que 'amplitude, comme c’est habituellement le cas. Nous
démontrons que cette technique permet une diminution significative du signal de XPM lors
de T'acquisition de spectres SRS de DMSO-d6 a de tres basses concentrations. L’utilisation
de la microscopie SRS par modulation de la polarisation dans un contexte d’imagerie est
également démontrée.

De plus, trois types de microscopie sont utilisés pour I'imagerie d’échantillons dans cette
these: la microscopie SRS, la microscopie & génération de seconde harmonique (SHG) et la
microscopie a fluorescence a deux photons (TPF). Les techniques de microscopie SRS, SHG
et TPF sont utilisées pour I'imagerie d’échantillons géologiques d’intérét incluant de la ma-
tiere organique contenue dans des échantillons géologiques. Contrairement a la microscopie
Raman conventionnelle, nous démontrons que la microscopie SRS peut étre utilisée pour faire
I'imagerie rapide d’échantillons géologiques a une fréquence Raman spécifique, pour I'acqui-
sition de volumes 3D et lorsque ’échantillon géneére de la fluorescence. De larges spectres
SRS couvrant plusieurs centaines de cm™! furent acquis dans la matiére organique contenue
dans les échantillons géologiques dans la région CH et la région de “fingerprints” (environ
800 & 1700 em™1). Ceci est, a notre connaissance, la premiére utilisation de la microscopie
SRS pour I'imagerie d’échantillons géologiques. Egalement, la microscopie SHG est utilisée
pour l'imagerie d’échantillons de collagene provenant d’os et de cartilage. Une comparaison



de T'organisation des fibrilles du collagene de type I et de type II est faite et la taille des
fibrilles de collageéne a pu étre estimée en fonction du ratio forward /backward du signal SHG.

Mots clés: microscopie “Stimulated Raman Scattering”; microscopie a génération de
seconde harmonique; microscopie par fluorescence a deux photons; microscopie optique non-
linéaire; biophotonique; collagene; géologie; filtre adapté; spectroscopie Raman.
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Abstract

This thesis focuses on the enhancement of detection sensitivity in Stimulated Raman
Scattering (SRS) microscopy and the application of multi-modal nonlinear optical microscopy
techniques to the imaging of geological and biological samples.

The enhancement of detection sensitivity in SRS microscopy is studied in two ways: by
using a matched filters approach to optimize the signal-to-noise ratio in SRS microscopy
and by reducing the nonresonant background signal in SRS microscopy by modulating the
polarisation of the Stokes beam. Using matched filters, we show a slight improvement of
the detection sensitivity when square waves are used as the coded excitation for a matched
filter, compared to using a lock-in amplifier. We show a proof of concept of the application of
matched filters in SRS microscopy but the unoptimized electronics used here are not suitable
for real time imaging. Furthermore, we present a proof of concept of a polarization-modulated
SRS microscopy technique that decreases the nonresonant background signal caused by cross-
phase modulation (XPM) by modulating the polarization of the Stokes beam as opposed to
the more conventional amplitude modulation. We show a significant decrease of the XPM
signal when SRS spectra of DMSO-d6 at low concentration are acquired and demonstrate
the application of polarization-modulated SRS microscopy in an imaging context.

Fot the application to the imaging of real samples, three nonlinear optical microscopy
techniques are used in this thesis: SRS microscopy, Second Harmonic Generation (SHG)
microscopy and Two Photon Fluorescence (TPF) microscopy. The SRS, SHG and TPF
microscopy techniques are used to image geological samples of interest, including organic
matter contained in these samples. In an improvement over conventional Raman microscopy,
we show that SRS microscopy can be used to rapidly image geological samples at a specific
Raman frequency, to acquire 3D volumes of the samples, and, importantly, still applies even
when the sample generate significant fluorescence. Large SRS spectra spanning hundreds
of ecm~! in the CH and fingerprint regions were acquired from organic matter contained in
geological samples. This is, to our knowledge, the first application of SRS microscopy to
geological samples. Finally, SHG microscopy is used to image collagen samples from bones
and cartilage. A comparison of the fibril organization of type I and type II collagen is done
and the fibril diameter is estimated as a function of the forward/backward ratio of the SHG
signal.

Keywords: Stimulated Raman Scattering microscopy; Second Harmonic Generation mi-
croscopy; Two-Photons Fluorescence microscopy; nonlinear optical microscopy; biophotonic;
collagen; geology; matched filter; Raman spectroscopy.

vii






Table des matiéres

Remerciements . . . . . . .
Résumé . . . .
Abstract . . . .

Table des matiéres
Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abréviations

1 Introduction
1.1 Mise en contexte . . . . . . . .
1.2 Organisation de la these . . . . . . . .. ... .. ... .

2 Microscopie Optique Non-linéaire: Notions théoriques
2.1 Microscopie a Génération de Seconde Harmonique . . . . . . . .. ... ...
2.2 Microscopie Raman Cohérente . . . . . . . . . . . ... ... L.
2.2.1 Microscopie “Coherent Anti-Stokes Raman Scattering” . . . . .. ..
2.2.2  Microscopie “Stimulated Raman Scattering” . . . . . .. .. ... ..
2.3 Fluorescence a deux photons . . . . . . . . . . ... L
2.4 Etat delart . . . . . ..
2.4.1 Microscopie Raman Cohérente . . . . . . . . . ... ... ... ...
2.4.2  Microscopie a Génération de Seconde Harmonique . . . . . . . . . ..

3 Utilisation des filtres adaptés appliqués a la microscopie SRS
3.1 Théorie sur les filtres adaptés et les codes de Golay . . . . . ... ... ...
3.1.1 Filtreadapté . . . . .. .
3.1.2 Codede Golay . . . . . . . . . ..
3.2 Montage expérimental . . . .. ..o
3.2.1 Trajet Optique . . . . . . . . .
3.2.2 Microscope et échantillons . . . . . ... ... ... ... ... ...
3.2.3 Acquisition, modulation et code de Golay . . . . . . . ... ... ...
3.3 Résultats utilisant les ondes carrées . . . . . . . . . .. ...
3.3.1 Simulations . . . . . ..
3.3.2 Résultats expérimentaux . . . . . . . ...

X

ix

xiii

xvii

xix

—_

12
15
15
23
30
31
31
34



3.4 Résultats utilisant les codes de Golay . . . . . . .. ... ... ... ... %)

3.4.1 Simulations . . . . ... 55
3.4.2 Résultats expérimentaux . . . . . . ... 62
3.5 Conclusion . . . . . . . . . 65
4 Microscopie SRS multimodale utilisant I’imagerie spectrale 67
4.1 Microscopie par imagerie spectrale. . . . . . . ... o 0L 68
4.2 Calcul de la dérive de fréquences optimale . . . . . . .. .. ... ... ... 69
4.2.1 Composante électrique . . . . . . ... 70
4.2.2  Bquation d’interaction des champs pompe et Stokes . . . . . . . . .. 73
4.2.3 Dérive de fréquences optimale . . . . . . .. ... 75
4.2.4 Simulations . . . . ... 78
4.3 Montage expérimental . . . ... ..o 83
4.3.1 Systeme laser . . . . .. ..o 83
4.3.2 Montage optique . . . . ... 83
4.3.3 Microscope . . . .. 85
434  Electronique . . . . . . .o 86
4.3.5 Acquisition et traitement des images . . . .. ... ... .. ... .. 88
4.4 Calibration de I'imagerie spectrale . . . . . . . . .. ... ... ... ... .. 90
4.5 Caractérisation du laser . . . . . . . .. ..o 94
4.6 Conclusion . . . . . . . . . . 101
5 Microscopie SRS par modulation de la polarisation (PM-SRS) 103
5.1 Imtroduction . . . . . . . . . .. 103
5.2 Montage expérimental . . . . . ... 107
5.2.1 Systeme Laser . . . . . . . . .. 107
5.2.2  Montage Optique . . . . . . . . ... 108
5.2.3  Microscope . . . ... 109
5.3 Comparaison de la microscopie CARS et SRS . . . . ... ... .. .. ... 110
5.4 Identification du signal non-résonant de la microscopie SRS . . . . . . . . .. 112
5.4.1 Absorption a deux photons . . . . . . . .. ... ... .. 112
5.4.2 Absorption des états excités . . . . .. ... 113
5.4.3 Lentille thermique . . . . . . ... ... . Lo 114
5.4.4  Susceptibilité non-linéaire et ratio de dépolarisation . . . . . . . . .. 115
5.4.5 Modulation de phase croisée . . . . . . . . ... .. ... ... 117
5.5 Modulation de la polarisation . . . . . . ... .. ... L. 118
5.6 Comparaison de la microscopie SRS par modulation de 'amplitude (AM) et
polarisation (PM) . . . . . . . .. 120
5.6.1 Capacité d’enregistrement de spectres Raman . . . . ... ... ... 120
5.6.2 Dépendance de la concentration sur l'intensité du signal . . . . . . . . 122
5.6.3 Imagerie de structures . . . . . .. .. ... oL oL 124
5.6.4 Limitations . . . . . . . ... 126
5.7 Conclusion . . . . . . . . . 128

6 Application de la microscopie SRS a I’imagerie d’échantillons géologiques129



6.1 Problématique . . . . . . . . .. 130

6.2 Préparation des échantillons . . . . . . . . .. ... 132
6.3 Imagerie de minéraux . . . . . . . . ... 134
6.4 Imagerie de matiere organique . . . . . . . .. ... 145
6.5 Conclusion . . . . . . . . L 156
7 Comparaison de la structure du collagene de types I et 11 159
7.1 Mise en contexte . . . . . . .. 160
7.2 Montage expérimental . . . .. ..o 161
7.2.1 Montage optique . . . . .. L 161
7.2.2 Préparation des échantillons . . . . . ... ... ... ... 163
7.2.3 Simulations numériques . . . . . . ... 163

7.3 Résultats et discussion . . . . . ... 165

7.3.1 Comparaison entre le signal SHG dans les directions forward et backward 165
7.3.2  Microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG) dans l'os et le cartilage 168
7.3.3 Mesure du diametre des fibrilles de collagene en utilisant le ratio for-

ward sur backward (F/B) . ... ... ... 0o L 172
7.4 Conclusion . . . . . . . . 177
8 Conclusion 179
8.1 Résultats. . . . . . . . 179
8.1.1 Amélioration la sensibilité de détection de la microscopie SRS . . . . 179

8.1.2 Application de la microscopie optique non-linéaire dans des échan-
tillons géologiques et biologiques . . . . . . . . . . ... .. ... 181
8.2 Ouverture . . . . . . . . e 183
Bibliographie 187

x1






Liste des figures

2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16

3.17

Localisation de la fluorescence. . . . . . . . . .. ... oo 11
Diagramme de Jablonski. . . . . . . ... oo 13
Géométrie de la seconde harmonique. . . . . . . . . ..o 14
Diagrammes représentant les processus CARS et SRS.. . . . . ... ... .. 16
Graphique de l'intensité du signal CARS. . . . . . . .. ... ... ... ... 22
Description du processus SRS . . . . . . ... 25
Schéma du transfert d’énergie du signal SRS. . . . . .. .. .. .. ... ... 28
Schéma des signaux utilisés. . . . . . . ... ..o 36
Forme du signal et du filtre adapté. . . . . . .. .. ... 0oL 39
Complémentarité des codes de Golay. . . . . . . . .. ... .. ... .. ... 40
Adaptation d’un code bipolaire en code unipolaire. . . . . . .. .. ... .. 41

Montage expérimental utilisé pour la microscopie SRS utilisant le filtre adapté. 43
Représentation de la résolution d’une séquence en fonction du nombre de

points par bit. . . . . ... 46
Schéma représentant les différentes étapes menant a la création du signal SRS. 48
Forme d’une onde carrée a la sortie du filtre adapté . . . . . . ... ... .. 49
SNR a la sortie du filtre adapté en fonction de la longueur de la séquence et
du SNR a U'entrée du filtre adapté. . . . . . .. .. .. ... ... .. 50
SNR a la sortie du filtre adapté en fonction de la durée de la séquence et de
la fréquence de l'onde carrée. . . . . . . . . ... 51
SNR a la sortie du filtre adapté en fonction de la durée de la séquence et du
taux d’échantillonnage. . . . . . . .. ..o 52
Graphique représentant le SNR du signal SRS en fonction de la fréquence de
I'onde carrée modulant le faisceau pompe. . . . . . . . ... 53
Graphiques de 'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté pour
un signal sans bruit. . . ... L0000 56
Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté dont
le SNR a l’entrée du filtre adapté est de -20dB. . . . . ... ... ... ... 57
Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté dont
le SNR a l'entrée du filtre adapté est de -30dB. . . . . ... ... ... ... 58
Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté dont
le SNR a l'entrée du filtre adapté est de -40dB. . . . . ... ... ... ... 59

Graphique du bruit a la sortie du filtre adapté en fonction du bruit a 'entrée. 60

Xiil



3.18
3.19

3.20
4.1

4.2
4.3
4.4

4.5
4.6

4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11

5.12
5.13

6.1

Graphique du SNR a la sortie du filtre adapté en fonction du nombre de points
par bit pour différent niveau de bruits a I'entrée du filtre adapté. . . . . . . .
SNR a la sortie du filtre adapté en fonction de la durée de la séquence du code

de Golay. . . . . . . e
Signal a la sortie du générateur de fonction en fonction du temps. . . . . . .

Représentation de l'imagerie spectrale utilisant des impulsions affectées par
la dérive de fréquences. . . . . . . . ...
Représentation du balayage spectral et des niveaux d’énergies du signal SRS.
Représentation de la dérive de fréquences des faisceaux pompe et Stokes
Simulations: Parametres de l'intensité et de la fréquence de la différence de
fréquences des faisceaux pompe et Stokes. . . . ... ...
Simulations: Parametres de fréquence lors de balayage spectral. . . . . . ..
Simulations: Parametre de la largeur spectrale en fonction de la dérive de
fréquences. . . . . .
Montage expérimental de la microscopie SRS . . . . . . . . . ... ... ...
Schéma du systeme électronique. . . . . . ..o
Calibration de la région CH du spectre Raman avec de I’'Octadécene.

Calibration de la région des “fingerprints” en utilisant du 4-acetamidophenol.

Caractérisation de la puissance du laser. . . . . . . . .. .. ... ... ...
Caractérisation de la durée de I'impulsion laser. . . . . .. .. .. ... ...
Caractérisation du bruit mesuré par le systeme de détection synchrone.

Représentation des signaux non-résonant affectant le signal SRS dans une
configuration SRL. . . . . . . . .
Représentation de la modification de la géométrie de collection causée par la
modulation a phase croisée. . . . . . . ... L
Représentation des trains d’impulsions des faisceaux pompe et Stokes pour
les différentes techniques de modulation utilisées pour obtenir le signal SRS.
Montage expérimental utilisé pour la microscopie CARS et SRS modulée en
polarisation. . . . . . .. Lo
Graphiques des spectres SRS et CARS de DMSO-d6 utilisant la microscopie
CARS et SRS. . . . . . .
Spectre SRS d’un échantillon de DMSO-d6 a 0,6 % et de ’eau pure. . . . . .
Représentation graphique de la décroissance du signal causée par 'ESA. . . .
Spectre SRS de ’eau pure en utilisant les configurations AM et PM. . . . . .
Spectre SRS d’une solution de DMSO-d6 utilisant la configuration AM-SRS
et PM-SRS . . . . .
Graphique log log du signal AM-SRS et PM-SRS en fonction de la concentra-
tion de DMSO-d6. . . . . . . . ..
Imagerie SRS hyperspectrale a tres basse concentration. . . . . . . . . . ...
Profile d’intensité du signal SRS d’une gouttelette de DMSO-d6. . . . . . . .
Représentation du signal SRS dans le cas d'une biréfringence induite.

Bchantillon WPA. . . . . . . . .

Xiv

100

104
105
106
108
111
113
114
121
122
123
125

126
127



6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
6.10
6.11

6.12

6.13

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5

7.6
7.7

Images 3D de ’échantillon WPA. . . . . . .. .. ... .. ... .. .....
Poudre de calcite et de quartz. . . . . . . .. ... L
Echantillon M-KBA . . . . o o oo
Echantillon B-1. . . . . o . . o
Echantillon B-2 . . . . .. ... ... .
Spectre SRS de I'huile minérale dans la région des “fingerprints™ . . . . . . .
Images SRS d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite . . . . . . .
Spectres SRS d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite. . . . . . .
Images d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite. . . . . . . . ..
Images d’une inclusion de fluide composée de pétrole brut dans un échantillon
de fluorite. . . . . . . L
Spectre SRS d’une inclusion de fluide composée de pétrole brute dans un
échantillon de fluorite. . . . . . . . . . ..
Volume 3D d’une inclusion de fluide composée de pétrole brute dans un échan-
tillon de fluorite. . . . . . . ..o

Montage expérimental utilisé pour les expériences. . . . . . . . . . . .. ...
Image typique de seconde harmonique (SHG) du collagene de types I et II. .
Image SHG du cartilage articulaire. . . . . . . . .. ... ... ... ...
Image SHG de l'os. . . . . . . . o o
Graphiques polarimétriques représentant la directionnalité du signal SHG

Analyse du ratio F/B du signal SHG. . . . . .. ... ... ... ... ...
Simulations numériques du ratio F/B du signal SHG. . . . .. ... ... ..

XV






Liste des tableaux

4.1 Stabilité de la puissance du signal de la somme de fréquences entre le faisceau
ajustable et le faisceau a 1040 nm. . . . . . . .. ..o L

Xvii






Liste des abréviations

ADC Analogue to Digital Converter
CARS Coherent Anti-Stokes Raman Scattering

CRS Raman cohérente (“Coherent Raman Scattering”)

CT Tomodensitométrie (“Computed Tomography”)

DMSO-d6 diméthylsulfoxyde deutéré

ESA Absorption des Etats Excités (“Excited State Absorption”)

F/B Forward sur Backward

FWHM Pleine largeur & mi-hauteur (“Full Width Half Maximum”)

FWM Mélange a quatre ondes (“Four Wave Mixing”)

GVD Dispersion de la vitesse de groupe (“Group Velocity Dispersion”)
LIA Amplificateur a Détection Synchrone (“Lock-in Amplifier”)

LSCM Microscopie confocal a balayage laser (“Laser Scanning Confocal Microscopy”)
MEB Microscopie Electronique & Balayage

OPO Oscillateur Paramétrique Optique

PMT Tube photomultiplicateur (“Photomultiplier Tube”)

ROI Région d’intérét (“Region of Interest”)

SHG Génération de Seconde Harmonique (“Second Harmonic Generation”)
SNR Ratio Signal sur Bruit (“Signal over Noise Ratio”)

SRG Stimulated Raman Gain

SRL Stimulated Raman Loss

SRS Stimulated Raman Scattering

TPF Fluorescence a deux Photons (“Two Photon Fluorescence”)

Xix






Chapitre 1

Introduction

1.1 Mise en contexte

L’étre humain a depuis longtemps tenté d’observer ce qu’il ne peut voir a I'ceil nu. Que
ce soit regarder plus loin, grace a des télescopes, ou regarder ce qui est plus petit avec un
microscope, ou méme regarder des couleurs que nos yeux sont incapables de voir en créant
des détecteurs sensibles aux infrarouges et aux ultraviolets. Les premiers microscopes furent
inventés il y a plus de 400 ans [74] et depuis, plusieurs outils furent développés pour obtenir

différentes informations et imager des objets a des ordres de grandeur toujours plus petits.

En microscopie optique conventionnelle, plusieurs types de configurations d’illumination
de I’échantillon permettent d’obtenir un contraste d’imagerie différent pour mettre I'accent
sur différentes particularités de 1’échantillon. Nous retrouvons, entre autres, l'illumination
en champ claire [154], I'illumination en champ sombre [59] et l'illumination en lumiere po-
larisée [142]. La microscopie optique est cependant limitée par la limite de diffraction de la
lumiére qui est définie par d = A/2NA [73]. Certaines techniques de microscopie permettent
toutefois d’obtenir des résolutions encore plus basses [134]. Notamment, la microscopie a
superrésolution permet d’obtenir, en microscopie optique, des images a des résolutions de

I'ordre du nanometre, ce qui est au-dela de la limite de diffraction de la lumiere [83]. La



microscopie électronique a balayage (MEB) permet d’obtenir une résolution de l'ordre du
nanometre de la surface d’'un matériau en utilisant le principe des interactions électrons-

matiere [144].

La lumiere peut également étre transformée en interagissant avec 1’échantillon analysé
pour obtenir de I'information supplémentaire sur ce dernier. La microscopie a fluorescence
tire profit du phénomene de fluorescence généré par un matériau ou un marqueur [67]. Pour
ce type de microscopie, la lumiere est absorbée par le matériau et est réémise a une longueur
d’onde plus grande que l'excitation initiale. La fluorescence a un photon est limitée par
une tres mauvaise résolution en 3D puisque le signal de fluorescence est émis sur toute
la profondeur de ’échantillon (voir figure 2.1). Pour pallier ce probléme, la microscopie
confocale fut développée et permet de collecter seulement le signal qui est émis au point
focal de I’échantillon [203]. Ce type de microscopie nécessite un balayage du faisceau laser

sur 1’échantillon.

L’interaction d’un champ électrique intense avec la matiere peut mener a la génération
d’effets non-linéaires qui peuvent étre utilisés pour obtenir un contraste microscopique. La
microscopie optique non-linéaire englobe plusieurs types de microscopie qui ont pour par-
ticularité d’obtenir leur contraste d’imagerie par la combinaison de plusieurs photons pour
générer un photon a une longueur d’onde différente. Ces effets non-linéaires sont générés
grace a la modification des propriétés optiques de la matiere en présence d’un champ élec-
trique intense [15]. Ce champ électrique induit une polarisation qui peut étre représentée
par plusieurs termes, incluant des termes de second et troisieme ordre, dont la magnitude
est donnée par les tenseurs non-linéaires y® et x®. Lorsque le champ est faible, ces ef-
fets peuvent étre négligés, mais lorsque 'amplitude du champ électrique est suffisamment
élevée, ces termes doivent étre pris en considération. Les types de microscopie optique non-
linéaire qui sont pertinents dans cette these sont la microscopie a fluorescence a deux photons
(TPF), la microscopie a génération de seconde harmonique (SHG) et la microscopie “Stimu-
lated Raman Scattering” (SRS). Etant donné que de hautes intensités sont nécessaires pour

produire les effets non-linéaires, le signal est généré seulement au point focal, rendant ces
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techniques intrinsequement confocale [214], procurant une résolution spatiale de 'ordre de

300 x 300 x 1000 nm.

La microscopie SHG dépend du tenseur non-linéaire du second ordre x® et convertit
deux photons en un photon ayant exactement la moitié de la longueur d’onde du faisceau
incident. Le signal SHG est généré seulement dans les matériaux non-centrosymmétriques.
La microscopie TPF est dépendante du tenseur x® et absorbe deux photons pour générer

un signal de fluorescence. Le signal qui est émis a une longueur d’onde plus élevée que le

signal SHG.

La microscopie SHG, générant un signal seulement en présence de molécules non-centro-
symmétriques, ne peut étre utilisée que pour certains matériaux et tissus biologiques. Ainsi,
parmi les tissus générant un signal SHG, nous retrouvons le collagéne (principalement les
types L et II), le fascia et le sarcomere. Le collagéne est une famille de protéine dont sa fonction
est de fournir une résistance a la tension dans le tissu. C’est la protéine la plus abondante
dans le corps humain et une bonne connaissance de sa structure est importante pour avoir
une meilleure compréhension du corps humain ou pour ’étude de certaines maladies tel que

l'arthrose.

La microscopie SRS, quant a elle, se base sur l'effet Raman pour obtenir un contraste
d’imagerie. L’effet Raman est, essentiellement, la diffusion inélastique d’un photon (c’est-
a~dire un changement de sa fréquence) causée par 'excitation d’une molécule & un mode
vibrationnel Raman. Lorsque le photon est diffusé, le changement de fréquence correspond
a la différence d’énergie entre le niveau fondamental et le mode vibrationnel excité [34]. Ces
modes vibrationnels ont des fréquences de résonance qui dépendent du regroupements chi-
miques détectés et les différents modes vibrationnels sondés forment un spectre Raman. La
microscopie SRS utilise deux faisceaux lasers dont leur différence de fréquences correspond
a un mode Raman spécifique. Ceci stimule 'excitation de ce mode Raman, augmentant sa
sensibilité de plusieurs ordres de grandeur. Puisque cette technique est stimulée, elle est
plusieurs ordres de grandeur plus sensible que la spectroscopie Raman, qui est une tech-

nique spontanée. Plus de détails sur la microscopie SRS sont présentés a la section 2.2.2. La



microscopie SRS est encore a ses débuts et beaucoup d’efforts sont mis pour augmenter sa

sensibilité dans le but de 1'utiliser comme technique de microscopie de maniere plus étendue.

La microscopie SRS est principalement utilisée dans le domaine de la biologie, mais n’est
actuellement pas utilisée dans le domaine de la géologie. Toutefois, une technique de mi-
croscopie similaire, la microscopie Raman, est largement utilisée pour I’étude d’échantillons
géologiques. Cette technique, étant basé sur ’excitation spontanée des modes Raman, souffre
d’un temps d’acquisition tres long, nécessitant plusieurs heures pour faire ’acquisition d’une
seule image. De plus, si ’échantillon génere de la fluorescence, cette derniére crée un bruit de
fond qui rend l'acquisition du signal Raman impossible. Egalement, la microscopie Raman
n’a pas la résolution axiale nécessaire pour faire I'acquisition d’un volume 3D. L’utilisation
de la microscopie SRS permettrait de résoudre ces problemes et pourrait ainsi devenir un

outil précieux pour 'imagerie d’échantillons géologiques.

Dans cette these, la majeure partie de nos recherches sont concentrées sur la microsco-
pie SRS. Dans le but d’augmenter la sensibilité de cette technique, 'utilisation des filtres
adaptés, une technique largement utilisée en télécommunication, est examiné dans le but de
détecter le signal SRS de maniere plus précise. Egalement, nous explorons la possibilité de
détecter le signal SRS en modulant la polarisation du faisceau laser en vue de réduire le signal
non-résonant causé par la modulation de phase croisée. A Iaide du nouveau systéme laser,
une plateforme multimodale est construite et combine la microscopie SRS, la microscopie
SHG et la microscopie TPF. Cette plateforme multimodale est, entre autres, utilisée pour
imager des échantillons géologiques. A notre connaissance, ceci est la premiére utilisation de
la microscopie SRS pour I'imagerie d’échantillons géologiques. Cette technique est utilisée, a
I’aide du balayage spectral, pour identifier les éléments présents dans les échantillons géolo-
giques et faire ’acquisition de volumes 3D des échantillons. La microscopie SHG est utilisée
pour révéler des informations sur la cristallographie d’échantillons contenant des molécules
non-centrosymmétriques telles que le quartz. La plateforme multimodale est également uti-
lisée pour I'imagerie de matiere organique contenue dans des échantillons géologiques. Les
modes Raman CH (~ 3000 cm™!) ainsi que des modes Raman dans la région des “fin-

gerprints” (1000 — 1600 cm™!), o se trouvent les modes Raman CC, ont ainsi été acquis.
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Finalement, une analyse comparative de la structure du collagene de types I et II a 'aide de
la microscopie SHG est également présentée. La section suivante présente I'organisation de

la these.

1.2 Organisation de la these

Le chapitre 2 présente la théorie concernant la microscopie optique non-linéaire, plus
spécifiquement la microscopie a génération de seconde harmonique (SHG), la microscopie a
fluorescence a deux photons (TPF) et la microscopie Raman cohérente, qui englobe la mi-
croscopie “Coherent Anti-Stokes Raman Scattering” (CARS) et la microscopie “Stimulated
Raman Scattering” (SRS). Une revue de 1’état de I'art de la microscopie SHG, CARS et
SRS est également présentée et met ’accent sur les améliorations techniques de ces types de

microscopie.

Le chapitre 3 présente ’application des filtres adaptés en microscopie SRS. Il présente une
breve revue théorique des filtres adaptés et des codes de Golay, décrit le montage expérimen-
tal utilisé et présente les résultats utilisant des ondes carrées et les codes de Golay. L’analyse
des résultats démontre que la sensibilité de détection du signal SRS en utilisant les filtres
adaptés sous forme d’ondes carrées est légerement supérieure a celle utilisant un amplifica-
teur a détection synchrone pour les mémes conditions expérimentales. Toutefois, plusieurs
limitations techniques nous empéchent d’obtenir un temps d’acquisition suffisamment court

pour une application en imagerie en temps réel.

Le chapitre 4 présente le montage expérimental pour effectuer de la microscopie SRS. La
théorie sur 'imagerie spectrale est présentée. De plus, la démarche mathématique menant
a la dérive de fréquences optimale et des simulations numériques découlant de ces calculs
sont présentées. Egalement, une description du montage expérimental de la plateforme mul-
timodale est faite en plus de présenter la méthode utilisée pour calibrer les spectres SRS.
Finalement, les résultats sur la caractérisation du laser sont présentés. Le laser fut récemment

installé dans le laboratoire et une caractérisation de ses performances était nécessaire.



Le chapitre 5 présente les résultats concernant la microscopie SRS par modulation de
la polarisation (PM-SRS). La microscopie PM-SRS est congue dans le but de diminuer le
signal non-résonant causé par la modulation de phase croisée (XPM) et la lentille thermique
(TL). Le montage expérimental du microscope SRS est tout d’abord présenté, étant donné
que les expériences sont effectuées sur un montage expérimental 1égerement différent de celui
présenté au chapitre 4. Par la suite, une comparaison de la microscopie CARS et SRS est
faite, montrant que la microscopie SRS, dans les conditions expérimentales présentées, est
beaucoup plus sensible que la microscopie CARS. Par la suite, une analyse présentant les
différents signaux non-résonants est présentée, permettant d’identifier le signal non-résonant
affectant notre systeme d’imagerie. Ensuite, une description de la faisabilité de I'utilisation
de la modulation de la polarisation pour réduire le signal non-résonant est faite. Finalement,
nous comparons la microscopie par modulation de 'amplitude (AM-SRS) et par modulation

de la polarisation (PM-SRS).

Le chapitre 6 présente I’application de la microscopie SRS pour I'imagerie d’échantillons
géologiques. L’imagerie de minéraux dont les modes Raman sont trés bas (<1100 cm™?) est
faite et la possibilité de faire de I'imagerie 3D ainsi qu'une analyse spectrale des échantillons
sont démontrées. Nous démontrons également I'application de la microscopie SRS pour I'ima-
gerie de matieres organiques dans les échantillons géologiques. Nous faisons 'acquisition de

spectres SRS dans la région CH et dans la région des “fingerprint”.

Le chapitre 7 présente 'application de la microscopie SHG pour I'analyse de structures
de collagene de types I et II. Ce chapitre est différent des autres chapitres puisqu’il ne porte
pas sur la microscopie SRS, mais plutot sur la microscopie SHG. Ces expériences sont une
continuation de mon projet de maitrise. Bien que ma maitrise fit terminée, une opportunité
s’est présentée me donnant la possibilité de faire ces expériences. Ces expériences furent
effectuées dans un autre laboratoire que celui du reste de mon doctorat et, ainsi, le montage
expérimental pour ces expériences est présenté. Par la suite, les résultats expérimentaux sont
présentés ou une comparaison entre le signal SHG dans la direction forward et backward est
faite. Une analyse du signal SHG résolu en polarisation (P-SHG) dans l'os (contenant du

collagene de type I) et le cartilage (contenant du collagéne de type II) est également faite.
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Finalement, des mesures expérimentales combinées a des simulations numériques permettent

de prédire la taille des fibrilles en fonction du ratio forward sur backward du signal SHG.

Le chapitre 8 présente la conclusion de cette these. Il fait une revue de ce qui a été
accompli et offre une analyse des améliorations techniques qui peuvent étre apportées ainsi

que des suggestions sur des futures expériences qui peuvent étre accomplies.






Chapitre 2

Microscopie Optique Non-linéaire:

Notions théoriques

Pour la plupart des interactions entre la lumiere et la matiere, la polarisation induite
dans un milieu est linéairement proportionnelle a la composante électrique du champ élec-
tromagnétique de la lumiere. Toutefois, lorsque I'intensité appliquée est suffisamment élevée,
soit une composante électrique élevée, cette approximation n’est plus valide et il faut consi-
dérer la composante non-linéaire de la polarisation induite par la lumiere. Celle-ci peut étre
représentée par une expansion en série de puissances de 'amplitude du champ électrique

appliqué E [160]. La polarisation induite du milieu peut donc étre exprimée comme suit:

P(t) oc XV E(t) +x® - E(t) - E(t) + X9 - E(¢) - E(t) - E(1) (2.1)

Le développement des lasers rendent possible 'obtention de champs électromagnétiques
suffisamment intenses permettant 1'observation d’effets non-linéaires. La génération de se-
conde harmonique (SHG) fut d’abord observée en 1961 par Franken et al., soit un an apres
la découverte du laser a rubis [51], et depuis, la possibilité d’utiliser cet effet non-linéaire
pour imager des matériaux fut également démontrée [180]. Plus tard, il fut démontré qu’il

est possible d’obtenir un contraste d’imagerie du signal de seconde harmonique dans les tis-



10

sus biologiques [53], ce qui ouvra la porte au développement de techniques de microscopie

optique non-linéaire.

La microscopie CARS (“Coherent Anti-Stokes Raman Scattering”) et SRS (“Stimulated
Raman Scattering”) sont toutes deux basées sur I'effet Raman, qui fut découvert en 1928 par
Sir Chandrasekhara Venkata Raman [162] avant I'invention des sources lasers. La détection de
Ieffet Raman fut grandement améliorée par le développement des sources lasers [76]. Puisque
I’effet Raman reflete les vibrations moléculaires et est spécifique pour chaque lien moléculaire,
il est grandement utilisé comme outil spectroscopique. Cet effet est également utilisé en
microscopie. La microscopie Raman nécessite plusieurs minutes, voir plusieurs heures, pour
faire I'acquisition d’'un champ de vue. Nécessitant un temps d’acquisition beaucoup plus
petit pour I'imagerie en temps réel, d’autres techniques basées sur I'effet Raman telles que la
microscopie CARS et SRS furent développées. Ces dernieres sont des processus stimulés et
offrent une sensibilité accrue, tandis que la microscopie Raman est un processus spontané et
peu probable. La premiere observation de I'effet CARS fut documentée en 1965 par Terhune
et al. [189] a la compagnie Ford Motor Company. La premiére utilisation de la microscopie
CARS fut rapportée par Duncan et al. en 1982 [45]. Le phénomene SRS, quant & lui, fut
observé pour la premiéere fois en 1962 [206], mais son utilisation en microscopie fut popularisée
seulement dans les dix dernieres années grace au développement de techniques de détection

synchrone [52, 96, 139, 174].

La microscopie SHG, la microscopie CARS et la microscopie a fluorescence a deux pho-
tons (TPF) sont parmi les techniques de microscopie optique non-linéaires les plus utilisées.
Ces trois techniques utilisent des lasers a impulsions dont leur durée va de l'ordre de la
centaine de femtosecondes a quelques picosecondes. Celles-ci permettent d’obtenir une puis-
sance créte suffisamment élevée pour la génération d’effets non-linéaires tout en gardant une
puissance moyenne basse, ce qui prévient I'endommagement des tissus biologiques via des

effets thermiques [160].

Contrairement a plusieurs techniques de microscopie a balayage laser tel que la microsco-

pie a fluorescence a un photon (voir figure 2.1(c)), la microscopie optique non-linéaire offre
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(a) (b)

FIGURE 2.1 — Localisation de la fluorescence. (a) Signal émis par la fluorescence a un photon.
(b) Signal émis par la fluorescence a deux photons, un processus non-linéaire de la conversion
de la lumiere. (c-d) Diagrammes de Jablonski correspondant a la fluorescence a (¢) un et (d)
deux photons.

une tres bonne résolution spatiale (~ 500 nm). En effet, étant donné la grande puissance
nécessaire pour produire les effets non-linéaires, ceux-ci sont générés seulement au plan focal
de l'objectif, 1& ou l'intensité est la plus élevée (voir figure 2.1(b)). Toutefois, dans le cas
de la fluorescence a un photon, le signal est généré sur toute 1’épaisseur de 1’échantillon,
générant ainsi du signal provenant d’éléments a 'extérieur du plan focal (voir figure 2.1(a))
et diminuant ainsi la résolution en profondeur de I'image. En microscopie TPF, cette forte
dépendance de l'intensité du faisceau laser permet I'imagerie de sections épaisses d’échan-
tillons et l'obtention d’images en trois dimensions de haute résolution. De plus, le signal

produit par la plupart des techniques de microscopie optique non-linéaire provient d’une
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propriété intrinseque du matériau, leur utilisations ne nécessitant donc pas de marquage ou
de coloration pour I'obtention d’un contraste d’imagerie, rendant possible leur utilisation in

VIVO.

2.1 Microscopie a Génération de Seconde Harmonique

La génération de seconde harmonique est un processus optique non-linéaire qui se pro-
duit lorsqu’un champ électromagnétique suffisamment intense interagit avec un milieu non
centrosymétrique possédant une susceptibilité non-linéaire Y [15, 51]. Pour utiliser cette
technique de microscopie, un laser a impulsion de fréquence centrale w est focalisé dans un
échantillon et I'interaction non-linéaire entraine la génération de photons dont la fréquence
est le double de la fréquence laser (2w), soit la moitié de la longueur d’onde, comme le montre
le diagramme de Jablonski & la figure 2.2(a). Etant donné que la génération de seconde har-
monique n’implique pas d’absorption d’énergie (si I'intensité n’est pas trop élevée), il ne se
produit pas de dommages thermiques ou de photoblanchiments si la longueur d’onde du fais-
ceau laser est & l'extérieur de la bande d’absorption [160]. Il est tres facile de discriminer le
signal de seconde harmonique du faisceau pompe ou d'un signal d’autofluorescence puisqu’il
possede une longueur d’onde correspondant a exactement la moitié de la longueur d’onde du
faisceau pompe. La microscopie SHG ne peut étre utilisée que dans un milieu ne possédant
pas de centre d’inversion, son utilisation en imagerie nécessitant des milieux non centrosy-
métriques, des interfaces ou des environnements dont la non centrosymétricité a été induite
par un champ électrique [160]. Cette contrainte de la génération du signal SHG peut étre un
avantage puisqu’elle permet de cibler un élément spécifique de I’échantillon étudié tel que
le collagene, comme elle peut étre un désavantage en rendant 1'utilisation de la microscopie

SHG peu versatile.

Lorsqu’un champ électrique élevé est appliqué a un matériau, la polarisation induite peut
étre décrite par I'équation 2.1 ot YV est la susceptibilité linéaire et ¥ et x® sont respec-
tivement la susceptibilité optique non-linéaire du second et troisieme ordre. Par mesure de

simplicité, nous posons P (t) = Y@ E2(t) et P®)(t) = x® E3(t). La composante électrique



Chapitre 2. Microscopie Optique Non-linéaire: Notions théoriques 13

“ ..................
Og
@y
e S S; —~——
_Fl_~\_
------------------------ -‘\-.u--.u--.u. CELLTTE T Sl
(,Op OsuG Pompe  Stokes
A A ©p
“ .............................
Oy Ogf O Oas ® @as 1 Orer
P
@p @y
Q la lo
Y I SO Y
SHG CARS CARS non-résonant SRS TPF
(a) (b) (c) (d) (e)

FIGURE 2.2 — Diagramme de Jablonski (a) de la génération de seconde harmonique SHG,
(b) de la génération de signal CARS, (c) de la génération de signal CARS non-résonant, (d)
de la génération de signal SRS et (e) de la génération de fluorescence a deux photons (TPF).

du faisceau laser peut étre représentée par:

E(t) = Be ™" + c.c. (2.2)

et si la susceptibilité optique non-linéaire y® est non nulle, nous obtenons une polarisation

induite donnée par:

POt = xPE(t) = 2¢gxPEE* + (60X(2)E267i2‘”t + c.c) : (2.3)

Nous remarquons que cette équation contient un terme indépendant de la fréquence (la
rectification optique) ainsi qu’'un terme apportant une contribution & une fréquence 2w (la
contribution non-linéaire). Ainsi, ce second terme mene a la génération de radiation dont
la fréquence est le double de la fréquence d’origine. Comme le montrent les figures 2.2(a)
et 2.3(a), lors de la génération de seconde harmonique, deux photons de fréquence w sont

annihilés et un photon de fréquence 2w est créé simultanément.

Un élément tres important a considérer lors de la création d’un signal de seconde harmo-

nique est l'accord de phase entre le faisceau laser et le signal de seconde harmonique (voir
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FIGURE 2.3 — Géométrie de la seconde harmonique. (a) Un faisceau de fréquence w passe a
travers un milieu possédant une susceptibilité non-linéaire y?) et un faisceau de fréquence
w ainsi qu'un faisceau ayant le double de la fréquence (2w) en ressort. (b) Représentation de
I'accord de phase entre le faisceau pompe (k) et le signal de seconde harmonique (ks).

figure 2.3(b)). Le désaccord de phase est défini comme suit:
Ak = 2k (w) — ko (2w) (2.4)

ou k; est le nombre d’onde aux fréquences du faisceau laser w (i = 1) et du signal de seconde
harmonique 2w (i = 2). Dans le cas ou 'accord de phase est satisfait, Ak = 0. Ceci implique
que les dipdles atomiques du matériau ont la méme phase. Les champs qui sont émis par
chaque dipdle atomique s’additionnent de maniere cohérente et il y a augmentation du signal
de SHG. Toutefois, dans plusieurs cas, I’accord de phase n’est pas satisfait et les différents
champs des dipoles atomiques créés causent de l'interférence destructive, ce qui diminue
I'intensité totale du signal de SHG. Dans ces conditions, en négligeant la phase de Gouy,

I'intensité totale du signal de SHG est donnée par:

AKL)?
I(L) o< L*sinc <2> (2.5)
ou L est la longueur d’interaction dans le matériau. Ainsi, il y a décroissance du signal SHG

avec Paugmentation du terme AkL. A ce point, il est utile de définir le terme de la longueur

de cohérence:

Loon = —— (2.6)
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qui est définie comme une mesure de la longueur d’interaction dans le matériau avant qu’il
n’y ait diminution de l'intensité du signal de SHG, soit lorsque I'intensité du signal de SHG

est maximale.

2.2 Microscopie Raman Cohérente

La microscopie Raman cohérente (CRS: “Coherent Raman Scattering”) est un terme
qui englobe la microscopie CARS ainsi que la microscopie SRS et sont deux techniques ba-
sées sur l'effet Raman pour obtenir un contraste d’imagerie. Elles peuvent étre acquises en
méme temps puisque, a l'exception de quelques composantes (notamment, un modulateur
d’intensité et un démodulateur sont nécessaires pour détecter le signal SRS), les mémes fré-
quences lasers et composantes optiques sont nécessaires pour obtenir le contraste d’imagerie,
seulement la méthode de détection du signal est différente. La microscopie CARS utilise ha-
bituellement un tube photomultiplicateur pour la détection du signal anti-Stokes tandis que
la microscopie SRS utilise une photodiode et un amplificateur a détection synchrone pour

détecter le transfert de modulation entre les faisceaux pompe et Stokes.

2.2.1 Microscopie “Coherent Anti-Stokes Raman Scattering”

La microscopie CARS (“Coherent Anti-Stokes Raman Scattering”) est un processus op-
tique non-linéaire résonant du troisieme ordre x® qui permet d’effectuer de I'imagerie en
utilisant un contraste spectroscopique basé sur l'effet Raman [48, 159]. Contrairement a la
spectroscopie Raman, qui est un processus spontané, la microscopie CARS est un proces-
sus stimulé, permettant une amélioration de la sensibilité allant jusqu’a 4 ordres de gran-
deur [48]. Pour obtenir un contraste d’imagerie, deux faisceaux lasers, les faisceaux pompe
et Stokes de fréquence w, et wg respectivement, générent un signal anti-Stokes de fréquence
was = 2w, — wg. Soit un milieu composé de molécules ayant un mode vibrationnel de fré-
quence ) observé dans le spectre Raman, il est possible de stimuler ce mode vibrationnel en

ajustant la fréquence des faisceaux pompe et Stokes de telle sorte que w, —wg = 2. Ainsi, en
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stimulant le mode vibrationnel de la molécule a la fréquence Raman (2, il est possible d’ob-
tenir un signal anti-Stokes a la fréquence wys = 2w, —wg (figure 2.2(b)). Ce signal est généré
seulement en présence du mode vibrationnel {2 dans le volume focale, créant le contraste

d’imagerie [160].

Un des avantages de la microscopie CARS est qu’elle ne requiert pas d’agents fluores-
cents, qui sont sujets au photoblanchiment, puisque le contraste vibrationnel Raman est
inhérent & I’espece moléculaire présente dans la structure biologique imagée [160]. De plus,
la microscopie CARS est un processus cohérent et offre donc une meilleure sensibilité que le
processus Raman spontané. Egalement, elle permet d’offrir une grande sélectivité chimique
étant donné qu’il est possible de changer le mode Raman a exciter en modifiant la longueur
d’onde des faisceaux pompe ou Stokes. Finalement, le signal CARS peut étre détecté en
présence de signal d’autofluorescence puisque la fréquence du signal CARS est trés bien
définie. La popularité de ce type de microscopie ne cesse d’augmenter depuis plusieurs an-
nées [30, 72, 136, 158, 196, 216] et les principales applications biologiques pour lesquelles
elle est utilisée sont I'imagerie de la myéline [12, 199] et des cellules [30, 164, 196, 216]. Ces
tissus offrent, en effet, un bon contraste d’imagerie étant donné la présence de liens C-H qui

produisent un fort signal CARS.

CARS SRS
Wp
Wp > Wp Wp
—1 w ——1 B
o O Lws L T v s
Was > —

(a) (b)

FIGURE 2.4 — Diagrammes représentant les processus CARS et SRS. (a) CARS: Les faisceaux
pompe (w,) et Stokes (wg) interagissent avec le milieu pour produire le signal anti-Stokes
(was). A la sortie du milieu, nous retrouvons trois faisceaux; le faisceau pompe (wp), le
faisceau Stokes (wg) et le faisceau anti-Stokes (wgs). (b) SRS: Les faisceaux pompe et Stokes
interagissent avec le milieu et suite a I'excitation d’'un mode Raman, le faisceau pompe subit
une baisse de I'intensité tandis que le faisceau Stokes subit une augmentation de I'intensité.
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Description classique des champs

Un mode vibrationnel Raman est excité lorsque deux champs incidents (pompe et Stokes)
induisent des oscillations harmoniques aux molécules présentes dans le matériau [34]. Ces
oscillations forment une force effective en direction des degrés de liberté de la molécule,
ce qui excite les modes nucléaires. Ainsi, le mode nucléaire excité forme la source d’une
modulation cohérente. Un troisieme champ se propageant dans le matériau développe des
bandes latérales dont la fréquence de décalage correspond a la fréquence de modulation du
mode Raman. Nous considérons les deux champs électriques incidents pompe et Stokes (E,

et Fg) donnés par:
Ei = Aieiiwit + C.C. (27)

ou les indices i = p, S et A; est 'amplitude du champ électrique. Nous considérons que leur
fréquence est beaucoup plus élevée que la fréquence de résonance (2 et que w, > wg. Lorsque
les champs sont suffisamment intenses, des mouvements d’électrons non-linéaires peuvent
se produire a des fréquences correspondantes a des combinaisons de fréquence des champs
incidents, incluant la différence de fréquence w, = w, — wg. Sous ces conditions, le champ

optique des fréquences combinées exerce une force donnée par:

oo

F(t) = (5@) [ApAse™™ " + c.c] (2.8)

ou « est la polarisabilité, @) est le mouvement des atomes et dar/0Q) décrit le changement
de polarisabilité le long des modes nucléaires. La force varie en fonction du temps selon une
fréquence donnée par w,, ce qui est ressenti par les modes nucléaires. En présence des champs

E, et Eg, le déplacement des atomes () est donné par I’équation du mouvement suivant:

Q) 900, oqy _ FO 29

ou 7 est une constante d’amortissement, m est la masse des oscillateurs et €2 est la fréquence

de résonance du mode nucléaire. Nous obtenons ainsi que le déplacement des atomes en
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fonction du temps donné par:
Q) = Q(w,)e ™ + c.c. (2.10)

qui oscille a la fréquence w, selon une amplitude:

1 (I« A A%
Q)=—— pS : 2.11
Q) m(éQ)OQz—wg—Qz’wvv (2.11)

Ainsi 'amplitude du mouvement vibrationnel dépend de I'amplitude des champs incidents
(A, et Ag) ainsi que de la différence de fréquences entre la fréquence d’entrainement effective

w, et la fréquence de résonnance (2.

La présence d'un mouvement entrainé des atomes change les propriétés optiques du maté-
riau. Par conséquent, I’application des champs £, et Eg altere la polarisabilité du matériau.

L’équation générale de la polarisation induite est donnée par:

P(t) = eo [XVE(t) + XP EX(t) + X B (1) + ...| (2.12)

= PU )4+ PO(t) + PO(t) + ...

La polarisation induite peut également étre exprimée en fonction du moment dipolaire p(t)

selon:
P(t) = Nu(t) (2.13)

ou N est le nombre de dipdles électriques par unité de volume. Le moment dipolaire peut

étre connecté a la polarisabilité «(t) selon:

p(t) = a(t)E(t). (2.14)

En I’absence de nonlinéarité, la polarisabilité peut étre estimée comme une constante. Tou-

tefois, si un champ intense est appliqué, elle peut étre développée en une série de Taylor en
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fonction de @) et est donnée par:

a(t) = ap + (:;g) Qt) + ... (2.15)
0
Ainsi, la polarisation induite est donnée par:
PO =N oo+ (55) Q)] 1B+ B0, (210
0

ol «p est le terme de la polarisabilité linéaire et (da/0Q)o décrit la contribution du troisiéme
ordre de la polarisation induite due a l'excitation des modes Raman. Cette derniere est la

contribution non-linéaire de la polarisation induite, qui est donnée par:
PO (1) = PO (we)e ™=t + PO (wg)e ™5t 4 PO (w,)e ™t 4 PO (wy,)e ™t e (2.17)

oll wes = 2wg — w, est la fréquence cohérente Stokes et w,s = 2w, — wg est la fréquence
anti-Stokes. La polarisation non-linéaire contient des contributions provenant des fréquences
fondamentales w, et wg ainsi que de nouvelles fréquences ws et wqs. En utilisant les équa-
tions 2.11, 2.16 et 2.17, nous obtenons que 'amplitude de la polarisation induite a la fréquence

anti-Stokes est ainsi donnée par:

N [ba\? 1 . .
O m <5Q>0 Q2 — w2 — 22’%714121145 = Geox™ (w,) A7 A (2.18)

(3

ol € est la permittivité du vide et ) est la susceptibilité non-linéaire du troisiéme ordre

et est donnée par:

O () = <5a>2 ! (2.19)

~ 6me 5Q o ¥ — w2 — 2w,y
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La polarisation non-linéaire induite des autres fréquences est donnée par:

P (wes) = 6€0X(3)*(wv)A§A; (2.20)
PO (wg) = 6eox* (wy)|Ap)* As (2.21)
P (w,) = 6eox® (w,)|As[* A, (2.22)

P®)(w,) est responsable de I'effet “Coherent Stokes Raman Scattering” (CSRS) tandis que
P®(wg) et PB)(w,) sont responsable des effets de “Stimulated Raman Gain” (SRG) et
“Stimulated Raman Loss” (SRL) respectivement. Ces deux derniers effets sont étudiés plus

en profondeur a la section 2.2.2.

Lorsqu’une polarisation induite est appliquée a un matériau, 1’énergie de la radiation
peut étre redirigée de deux manieres. Premierement, il peut y avoir échange d’énergie avec le
matériau ou, généralement, le matériau absorbe de I’énergie et les champs incidents perdent
de I'énergie. Deuxiemement, de nouveaux champs peuvent étre créés sans échange d’énergie
avec le matériau. Dans ce cas, I’échange d’énergie des champs incidents permet la création
de nouveaux champs a une fréquence différente et le matériau, n’absorbant pas d’énergie,
est utilisé comme intermédiaire. Ce processus est appelé “processus paramétrique” puisque
I’énergie totale des différents champs impliqués est conservée [126]. C’est sur ce processus
que se base la génération du signal CARS. En considérant que le signal anti-Stokes généré
dans le matériau a une fréquence qui est différente des fréquences du champ incident et est
donc une nouvelle fréquence, le champ non-linéaire est donné par:

EB) = A e @t 4ce (2.23)

as

et I'intensité correspondante est donnée par:

€pC
.=

as = —— | Aas]?. 92.24
2| | (2.24)
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Puisque la seule contribution du faisceau anti-Stokes provient de la polarisation non-linéaire

oscillant a la fréquence w,,, I'intensité du faisceau anti-Stokes est donnée par:
I(was) o< X PL I (2.25)

ou I, et Ig sont les intensités des faisceaux pompe et Stokes respectivement. Le signal
anti-Stokes est conséquemment homodyne, c’est-a-dire qu’il est proportionnel au carré de la

susceptibilité non-linéaire.

Signal non-résonant

La problématique majeure concernant la microscopie CARS est la présence de la contri-
bution non-résonante du signal qui peut diminuer le contraste d’imagerie [37]. Ce dernier
provient de plusieurs sources: la contribution électronique non résonante qui est présente
méme lorsque les conditions de résonance Raman ne sont pas remplies, la contribution du
mélange & quatre ondes (“Four Wave Mixing”: FWM) (voir figure 2.2(c)) et la contribution
Raman du milieu environnant. En interférant avec le signal CARS lorsque la concentration
de I'élément & imager est faible [158], la contribution non-résonante diminue le contraste
d’imagerie [61], cause des artéfacts d’imagerie cohérents [6, 156, 157] et déforme le spectre

mesuré comparé au spectre Raman [166].

Le signal non-résonant est représenté par la susceptibilité non-linéaire du troisieme ordre

3 12 .
XSV%%? que nous pouvons considérer comme constant pour la bande spectrale environnant le

mode vibrationnel. En considérant ce terme, la susceptibilité non-linéaire du troisieme ordre

est ainsi donnée par [15]:
3 3
X = xE + W (2.26)
et I'intensité correspondante du signal CARS est donnée par [133]:

2 2 2
Teans o [+ XSH| 21 = ||+ @[ + 2k Re ()] 221 (2:27)
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Nous remarquons que le carré de la susceptibilité non-linéaire est composé de trois termes: le

(3)

2 2
terme résonant ]XE,?’) , le terme non-résonant ‘XE\%{‘ et le terme d’interférence 2)&3% Re (X R )

Le comportement de chacun de ces termes pres de la fréquence de résonance est présenté a la
figure 2.5(a). La somme des termes présentés a la figure 2.5(a) est présenté a la figure 2.5(b).
Ainsi, la figure 2.5(b) montre que la courbe du signal CARS en fonction de la fréquence est
déformée par rapport a celui du signal Raman (courbe bleue de la figure 2.5(a)) et que la
fréquence pour laquelle I'intensité est maximum est décalée par rapport a la fréquence de
résonance (2. Ceci est causé par la présence du terme d’interférence 2)&3}% Re (XS)) représenté
par la courbe rouge sur la figure 2.5(a). Egalement, si le signal résonant est beaucoup plus
petit que le signal non-résonant, il peut devenir difficile de le différencier de ce dernier (voir

figure 2.5(c)).

1

() | ) (b) | (c)

—2XRe(xg))

o
[
T

Intensité (u.a.)

Q Q Q
Fréquence

FIGURE 2.5 — Graphique de lintensité du signal CARS. (a) Différentes composantes du
carré de la susceptibilité non-linéaire avoisinant la fréquence de résonance. (b) Carré de la
susceptibilité non-linéaire pres de la fréquence de résonance. (¢) Carré de la susceptibilité
non-linéaire pres de la fréquence de résonance dans le cas ou le signal résonant est beaucoup
plus petit que le signal non-résonant.

Pour la microscopie CARS, il est préférable d’utiliser des impulsions picosecondes plutot

que des impulsions femtosecondes puisqu’elles permettent d’obtenir un meilleur ratio du si-
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gnal sur le bruit en excitant une largeur spectrale équivalant a celle d’'un mode vibrationnel
de Raman. Pour permettre une meilleure détection du signal CARS, spécialement lorsque
celui-ci est petit par rapport au signal non-résonant, plusieurs techniques telles que la mi-
croscopie epi-CARS [30, 196], polarisation-CARS [28, 133], FM-CARS [61] et “time-resolve”
CARS [33, 133, 195] furent développées pour permettre une meilleure sensibilité de détection.

2.2.2 Microscopie “Stimulated Raman Scattering”

Comme présentée plus tot, la microscopie CARS possede le désavantage de générer un
signal non-résonant qui peut diminuer grandement le contraste d’imagerie en plus d’avoir un
spectre d’intensité déformé par rapport au spectre Raman (voir figure 2.5). Une technique
alternative a la microscopie CARS est la microscopie stimulée Raman (SRS: Stimulated
Raman Scattering) qui posséde l'avantage de ne produire aucun signal non-résonant causé
par le mélange a quatre ondes en plus de posséder un spectre de l'intensité non déformé
par rapport au spectre Raman [52, 139, 147, 211]. Le phénomene de SRS fut découvert peu
de temps apres I'invention du laser [126]. Les principes de base de la microscopie SRS sont

présentés dans cette section.

Contrairement a la microscopie CARS, qui détecte la cohérence vibrationnelle des mo-
lécules, la microscopie SRS sonde plutét la population vibrationnelle. Lorsque la lumiere
interagit avec la matiere, il se produit a la fois de la diffusion élastique et inélastique. La plu-
part des photons qui interagissent avec la matiere sont diffusés élastiquement, ne modifiant
pas I’énergie de ce dernier. Par contre, une faible proportion d’entre eux sont diffusés inélas-
tiquement, c¢’est-a-dire qu’il y a transfert d’énergie entre le photon et la matiere, causant une
modification de la longueur d’onde du photon et une modification de 1’état vibrationnel des
molécules [50]. Si ce transfert d’énergie mene a l'excitation de la molécule vers un niveau
Raman, il en résulte la destruction d’un photon a la fréquence du faisceau pompe w, et la
génération d’un photon a la fréquence du faisceau Stokes wg. Si un seul faisceau laser est
utilisé pour 'excitation des photons vers le mode Raman, seulement une petite partie des

photons sont spontanément excités vers le mode Raman. Ce processus est appelé diffusion
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Raman spontanée. Ayant un taux de conversion tres faible, la diffusion Raman spontanée

nécessite un temps d’acquisition tres élevée.

Toutefois, si nous faisons coincider deux faisceaux lasers dans un milieu et que la différence
de fréquences entre ces deux faisceaux coincide avec un mode vibrationnel Raman, il se
produit une excitation vibrationnelle stimulée résultant d’une interaction non-linéaire (voir
figure 2.2(d)). Celle-ci produit une excitation du mode Raman désiré & un taux bien plus

élevé que la diffusion Raman spontanée, et ceci par un facteur donné par [126]:

Tstim.Raman
—stim. = NStokes T 1 (228)

T spon.Raman

ol Ngiores €St le nombre de photons dans le mode optique du faisceau Stokes. L’excitation
vibrationnelle est accompagnée par un transfert d’énergie du faisceau pompe vers le faisceau
Stokes. Comme le veut le principe de la conservation d’énergie, chaque quantum d’excitation
vibrationnel qui devient excité est accompagné par la destruction d’un photon a la fréquence
du faisceau pompe et simultanément par la création d’un photon a la fréquence du faisceau
Stokes (voir figures 2.6(c) et (d)). Il en résulte une baisse d’intensité du faisceau pompe,
appelée “Stimulated Raman Loss” (SRL), ainsi qu'un gain d’intensité du faisceau Stokes,
appelé “Stimulated Raman Gain” (SRG) (voir figures 2.6 (a) et (b)). Lorsque la différence
d’énergie entre les lasers ne correspond pas a la fréquence vibrationnelle moléculaire visée,
il ne se produit aucun transfert d’énergie entre les faisceaux pompe et Stokes et donc aucun
signal SRL et SRG est généré. Ainsi, la microscopie SRS ne produit théoriquement pas de
bruit de fond non-résonant qui diminue le contraste d’imagerie. En effet, en 'absence de
niveaux d’énergie réels pour contenir la population et 1’énergie, le principe de conservation
d’énergie veut que celle-ci ne puisse simplement pas étre transférée du faisceau pompe vers

le faisceau Stokes.

Description classique des champs

La microscopie SRS peut étre expliquée en utilisant la description classique des champs.

Rappelons que la polarisation induite dans un matériau par un champ incident est donnée
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FIGURE 2.6 — Description du processus SRS. (a) Les faisceaux pompe et Stokes incidents ont
une certaine intensité. (b) Apres avoir interagi avec le milieu, le faisceau pompe subit une
perte de l'intensité (SRL) tandis que le faisceau Stokes subit une augmentation de I'intensité
(SRG). (c) Les photons pompe et Stokes avant I'interaction avec le milieu. (d) Les photons
pompe, Stokes et CARS apres interaction avec le milieu, une fraction des photons pompe
sont détruits et un nombre égal de photons Stokes est créé.

par:

P(t) =& [xVE(t) + XD EX(t) + XV E*(t) + . (2.29)

= PO(t) + PA(t) + PO (1)
et que le champ électrique est relié a 'amplitude selon:

Ei(t) = Aje™™ + c.c. (2.30)
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Comme mentionnée a la section 2.2.1 aux équations 2.21 et 2.22, la polarisation non-linéaire

induite dans un matériau pour les contributions des fréquences wg et w, est donnée par [33]:

P®) (wg) = 660X(3)*(wv)\Ap]2A§ (2.31)

P®(w,) = 6ex® (wo)|As* A3, (2.32)

La polarisation non-linéaire P®)(wg) est responsable de l'effet SRG tandis que P®(w,) est
responsable de l'effet de SRL. Les polarisations non-linéaires sont les sources des champs
non-linéaires ES’) et E},‘g) aux fréquences wg et w, respectivement. Ceux-ci ont la méme
fréquence que les champs incidents FE, et Eg. L'intensité totale détectée a la fréquence wy,

pour l'effet SRL, est donc la somme des deux champs et est donnée par:
€pC
I(w,) = 7|E,§3> + B, (2.33)

Puisque le champ non-linéaire Ezg?’) est proportionnel a la polarisation induite donnée par

I’équation 2.32, 'intensité est donnée par:

I(wp) < |[EQ P +|E,* + 2E,EY (2.34)

< |EPP +|Ey|* + 21,15 [Re (x®) cos A + Tm (X)) sin Ag] (2.35)

ou I, = |E,|? et Is = |Es|*. Dans le champ lointain, le déphasage A¢ est de —w/2, ce qui
implique que la partie réelle de la réponse du matériau est déphasée de 7/2 par rapport a

E, et la partie imaginaire est déphasée de 7 par rapport a £,. Ainsi, I'intensité devient:
I(wy) o< [ES]? + |Ey|* — 21,15 Tm (). (2.36)

L’équation 2.36 démontre que 'intensité du champ a w, est atténuée a cause de la présence
d’'un oscillateur local (E,). Cette perte est causée par une interférence destructive entre le
champ incident £, et le champ induit EISP’). Pareillement, a la fréquence Stokes wg, le champ

incident Fg agit comme un oscillateur local. En utilisant A¢ = 7/2 et x5, = —XwnL, DOUS

1. Une explication breve du déphasage est présentée a la page 29.
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obtenons:
I(ws) o |ES 2 + | Es|® + 21,15 Tm (x©) . (2.37)

Nous remarquons que l'intensité augmente en raison de l'interférence constructive entre le
champ induit Eég) et le champ incident Es. La microscopie SRS est ainsi un processus hétéro-
dyne puisque le champ émis E®) a la méme fréquence que le champ incident F et l'intensité
du signal est proportionnelle & | E®®) 4 F|, qui contient un terme d’interférence E®* E4+E®) B*,
La contribution hétérodyne est définie comme ce terme d’interférence puisque le champ émis
est “mélangé” avec un autre champ. Puisque seulement la partie imaginaire de la susceptibi-
lité non-linéaire y y, est utilisée pour obtenir le signal SRS, il n’y a pas de signal non-résonant
provenant du mélange a quatre ondes, comme c’est le cas pour la microscopie CARS, car
le signal non-résonant qui affecte la microscopie CARS est purement réel. De plus, il n’y a

pas de déformation du spectre Raman causée par U'interférence entre le signal résonant et

non-résonant et le spectre qui est détecté est le méme que celui du spectre Raman.

En modulant 'intensité d’un des faisceaux incidents, l'intensité de 'interférence du second
faisceau laser sera également modulée si un mode Raman est excité. Il est ainsi possible de
le détecter en utilisant un processus de détection synchrone pour lequel I'intensité du signal

détecté est donnée par:

Alspa(ws) oc 2Tm (x® (@) LI (2.38)

AISRL(WS) x —2Im (X(3)<wv)) Ipfs (239)

dans les cas de SRG et SRL respectivement. La figure 2.7 représente schématiquement 1’effet
du transfert de modulation du faisceau pompe vers le faisceau Stokes dans le cas de la
microscopie SRG. Pour diminuer le plus possible le bruit électronique et le bruit de I'intensité
du laser qui est présent dans les basses fréquences (communément appelé bruit 1/f), une

modulation & haute fréquence (> 1 MHz) est préférable [126].
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FIGURE 2.7 — Schéma du transfert d’énergie du signal SRS avec modulation ou le faisceau
pompe est modulé et le signal SRG (Alg) est détecté par la modulation de I'intensité du
faisceau Stokes.

Sensibilité de la microscopie SRS

Le ratio signal sur bruit (SNR) de la microscopie SRS est donné par:

2Im [Xg)(Q)} Ay Is
_ o= (3)
SNRsps = — = e =0 21m [xP(Q)] - 1,/ Is (2.40)

olt a - Ig est le bruit de 'intensité du laser et y/Ig est le bruit de grenaille (“shot noise”) du
laser Stokes. Si la fréquence a laquelle le faisceau pompe est modulé est tres élevée (>1MHz),
le premier terme peut étre négligé et le SNR approche la partie droite de I’équation. La
limite du bruit de grenaille est ainsi atteinte et Al,/I, devient détectable avec un ratio
d’environs 107® en une seconde d’acquisition [126]. De plus, la relation entre I'intensité et la
concentration pour la microscopie CARS est quadratique pour les hautes concentrations et
linéaire pour les faibles concentrations tandis que pour la microscopie SRS, la dépendance de
la concentration sur I'intensité est linéaire, permettant une quantification fiable et directe.
Egalement, puisque la microscopie SRS implique la mesure de la transmission du faisceau
pompe, elle est automatiquement en accord de phase. Finalement, la fonction d’étalement
des points est bien définie et peut étre utilisée pour une déconvolution de I'image SRS,

permettant cette derniére d’étre facile a comprendre en 'absence d’artéfacts [126].
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Radiation SRS dans les champs lointains

Ala page 26, il est mentionné que le déphasage entre le champ incident et le champ
induit lors de l'excitation d’'un mode Raman est de 7/2 [34]. Le déphasage de m/2 entre le
champ incident et le champ émis par le milieu lorsqu'un mode Raman est excité peut étre
expliqué comme suit. La polarisation du troisieme ordre du processus SRL, par exemple, est

donnée par:
PO(t) = PO (w,)e ™" + c.c. (2.41)

La polarisation induite est dépendante de la fréquence w, et est proportionnelle a la sus-
ceptibilité non-linéaire XS\%:» qui est purement imaginaire a la fréquence de résonance. Dans
ce cas, P® (wp) x iIm (Xﬁ}) et i Im (XSD étant une quantité positive, corresponds a un

déphasage de +m/2. La polarisation non-linéaire peut donc s’écrire comme suit:
P (t) o Im (XE\?;)L (wv)) e 2emrt 4 e = Im (Xﬁ}(wv)) cos(wyt — m/2) (2.42)

Etant donné que le champ incident est donné par E, = A, cos(wyt), nous remarquons un
déphasage de —m/2 entre le champ incident et le champ émis par les dipdles du milieu.

Similairement, dans le cas SRG, le déphasage est de 7/2.

Propriétés de la polarisation de la susceptibilité non-linéaire

La susceptibilité non-linéaire est hautement dépendante de I’état de la polarisation entre
le faisceau pompe et le faisceau Stokes. Soit ’état de polarisation des différents champs
indiqués par les indices {i,j, k,l}, la susceptibilité non-linéaire peut étre représentée par
XE?,)CZ(—W4;W1,WQ,W3) ou les indices {i, 7, k,l} correspondent aux fréquences {wy,ws,ws, w3}
respectivement. Pour une susceptibilité du troisieme ordre, nous nous retrouvons avec un
tenseur d’ordre 4 qui contient 81 éléments. Le nombre d’éléments qui sont non-zéro ou indé-

pendants dépend de la symétrie du milieu. Pour un milieu isotropique, le nombre d’éléments

qui sont non-zéro est réduit a 21 dont seulement 3 sont indépendants. Pour simplifier la no-
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tation, nous exprimons les trois coordonnées cartésiennes orthogonales avec les trois chiffres
3 y . N )

{1,2,3}. Par exemple, le tenseur X§1’11 est ’élément ou tous les champs ont la méme orien-

tation de la polarisation. Dans un milieu isotropique, 'orientation des axes est invariante et

les propriétés de symétrie suivantes doivent étre appliquées [15]:

X1111 = X2222 = X3333
X1122 = X1133 = X2211 = X2233 = X3311 = X3322 (2.43)
X1212 = X1313 = X2323 = X2121 = X3131 — X3232

X1221 = X1331 = X2112 = X2332 = X3113 = X3223.

Ces éléments du tenseur peuvent étre catégorisés en quatre types d’éléments non-nuls, soit
X1111, X1122, X1212 €t X1221. Ces éléments ne sont pas mutuellement indépendants et sont reliés

selon:

X111 = X1122 + X1212 + X1221- (2.44)

2.3 Fluorescence a deux photons

L’absorption a deux photons peut étre décrite comme étant I'atteinte d’un niveau d’ex-
citation réel par ’absorption de deux photons de maniere presque simultanée. L’excitation
est équivalant a I’absorption d’'un photon ayant le double de I'énergie [214]. L’absorption a
deux photons est un processus non-linéaire du troisieme ordre et ne possede donc pas de
restriction au niveau de la symétrie [160]. L’absorption de deux photons crée une excitation
au niveau d’énergie S; et cette excitation cascade jusqu’au niveau S;. Le retour de I'excita-
tion au niveau fondamental Sy méne a ’émission d’un photon de fluorescence dont I’énergie
est plus élevée que celles du faisceau pompe (voir figure 2.2(e)). Contrairement a la généra-
tion de seconde harmonique, la fréquence du photon de fluorescence est moins que le double
de la fréquence du faisceau pompe. De plus, le signal de fluorescence est incohérent (non

directionnel) et possede un spectre tres large.
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La microscopie a fluorescence a deux photons utilise habituellement un faisceau pompe
dont la fréquence se situe dans le proche infrarouge, générant un signal de fluorescence dans

le spectre du visible. Le taux de transition pour un milieu est donné par [15]:

22
r=2 — (2.45)

ot 0@ est le coefficient qui décrit la force de la transition, I est l'intensité et w est la fré-
quence. Cette équation démontre que le signal de fluorescence a une dépendance quadratique
avec I'intensité du faisceau pompe. Etant donné que lintensité du laser dépend de la taille du
faisceau, le signal de fluorescence est maximal au point focal du faisceau laser, tel que montré
a la figure 2.1. Il est préférable d’utiliser un laser & impulsions ultra-bréves (picoseconde ou
femtoseconde) puisque celles-ci permettent de générer une intensité moyenne plus basse, ce

qui réduit le dommage thermique dans les tissus biologiques.

Contrairement a la fluorescence a un photon, la fluorescence a deux photons permet
de pénétrer plus profondément dans les tissus biologiques puisqu’elle utilise des lasers aux
longueurs d’onde plus élevées. Egalement, la résolution est plus élevée, car la dépendance
quadratique de l'intensité permet d’éliminer le signal généré hors du point focal (voir fi-

gure 2.1).

2.4 Etat de l’art

Cette section présente brievement 1’état de I’art concernant 'instrumentation de la micro-
scopie CARS et SRS ainsi que celle concernant la microscopie SHG, principalement appliquée

dans les tissus biologiques.

2.4.1 Microscopie Raman Cohérente

Les recherches sur la microscopie CRS sont principalement concentrées sur (i) ’amélio-

ration de la sensibilité de détection (c.-a-d. diminuer le bruit et le signal non-résonant), (ii)
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I’amélioration de la facilité d’utilisation ou diminuer les cotits des instruments nécessaires
a la microscopie CRS en vue de son utilisation par une communauté de biologistes et (iii)
le développement de méthodes d’acquisition rapide de plusieurs fréquences Raman durant
l'acquisition (appelé hyperspectral CARS ou SRS) [210]. Puisque les techniques de micro-
scopie CARS et SRS sont semblables, 1’état de I'art sera présenté pour les deux types de

microscopie dans cette section.

L’utilisation de lasers picoseconde a prouvé étre théoriquement et expérimentalement la
source laser permettant d’obtenir le meilleur ratio entre le signal CARS et le signal non-
résonant [30, 60]. Les sources d’excitation picoseconde ont été les principales sources lasers
utilisées durant les jeunes années de la microscopie CARS. Plusieurs méthodes ont par la suite
été développées pour réduire le signal non-résonant. Notamment, en controlant la polarisation
des faisceaux incidents [28] ou en détectant le signal dans la direction backward [29, 30, 196].
Toutefois, bien qu’ils augmentent le ratio signal sur bruit, ces techniques s’accompagnent
généralement d’une baisse significative du signal CARS. La détection du signal SRS dans
la direction backward fut également développée en vue de détecter le signal SRS dans les

échantillons épais [182, 183, 202].

Différentes techniques servant a simplifier le montage CRS furent proposées. Ainsi, des
techniques CARS [44] et SRS [16, 46] utilisant seulement un systeme laser ont été développées
en utilisant des impulsions laser ayant une largeur spectrale élevée. Egalement, la microsco-
pie CARS a champ large (“widefield”) fut développée [71, 90|, permettant I’acquisition d’une
image sans l'utilisation de systeme de balayage laser (miroirs galvanométriques). La micro-
scopie SRS utilisant des lasers continus pour les faisceaux pompe et Stokes a également été

réalisée [82].

La microscopie CARS multiplex utilise deux faisceaux lasers, un faisceau a large bande
spectral et un autre dont la bande spectrale est étroite en vue de produire un spectre CARS
dont l'acquisition se fait a I’aide d’un spectrometre [13, 31, 132]. Cette technique fut égale-
ment utilisée pour la microscopie SRS [105]. Plusieurs avancées ont été faites dans ce domaine

en utilisant des impulsions a tres large bande spectrale produites a l'aide d’un superconti-
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nuum [22; 23, 149, 173] généré par une fibre a cristal photonique et permet d’obtenir un
tres large spectre CARS (appelé B-CARS pour “Broadband CARS”). L’augmentation de
la bande spectrale d’un des faisceaux en utilisant une plaque de saphir pour générer de la
lumiére blanche (“White Light”) est aussi rapportée [121, 153]. Egalement, un autre concept
utilisant des impulsions picosecondes et permettant de faire varier automatiquement et ra-
pidement la longueur d’onde des impulsions lasers est présenté [10, 63]. De plus, un autre
concept, appelé balayage spectral (“Spectral Focusing”), consiste a appliquer une dérive de
fréquences aux faisceaux pompe et Stokes. La durée des impulsions, qui est de 'ordre de la
centaine de femtosecondes, est augmentée pour étre de 'ordre de la picoseconde. En ajustant
la durée des impulsions pour qu’il y ait synchronisation de la dérive de fréquences, il est pos-
sible d’exciter différentes fréquences Raman en ajustant le délai entre les impulsions pompe
et Stokes [27, 75, 100, 118, 150, 171]. La derniere méthode présentée dans ce texte consiste a
effectuer une transformée de Fourier du signal CARS résolu dans le temps [145, 195]. A cause
du signal non-résonant, le spectre CARS est souvent déformé par rapport au spectre Raman
habituel. Il est alors nécessaire de traiter les données pour en extraire le spectre Raman.
Pour ce faire, deux méthodes furent développées: la méthode d’entropie maximum [193] et

la transformée de Kramers-Kronig [107].

Beaucoup d’efforts ont également été mis sur la microscopie SRS hyperspectrale, en par-
tie parce que le spectre SRS n’est pas déformé par le signal non-résonant, contrairement a la
microscopie CARS. Ainsi, utilisant la microscopie SRS, I'imagerie de plusieurs modes Raman
fut effectuée avec des impulsions picoseconde en changeant la longueur d’onde du laser de
maniére continu [188]. En utilisant des impulsions femtosecondes, la microscopie hyperspec-
trale peut étre utilisée sans avoir besoin de changer la cavité laser. Plusieurs méthodes sont
basées sur ce principe. La premiere méthode consiste a utiliser un formeur d’impulsions pour
sélectionner une bande tres étroite de fréquences du spectre femtoseconde et ainsi exciter un
mode Raman précis [200, 201, 212, 213]. Une seconde méthode consiste a utiliser un filtre
optique variable pour varier la longueur d’onde centrale des impulsions d’un laser Ytterbium
combiné avec un laser Titane:Saphir [148]. Une derniere méthode consiste a utiliser le ba-

layage spectral [46, 55, 58, 106] comme discuté au paragraphe précédent. La sélection de
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plusieurs longueurs d’onde dans le but d’exciter conjointement plusieurs modes Raman est

également présentée [56].

2.4.2 Microscopie a Génération de Seconde Harmonique

La microscopie SHG est relativement simple a implémenter comparativement a la micro-
scopie SRS puisque seulement un faisceau laser est nécessaire. Toutefois, I'interprétation du
signal est plus complexe puisque le signal est dépendant de ’accord de phase du signal SHG
généré par les différentes molécules. L'utilisation de la microscopie SHG dans des échantillons
biologiques est limitée puisque seulement les molécules non centrosymétriques génerent du
signal de seconde harmonique et ainsi la microscopie SHG est possible pour peu de tissus
biologiques. La microscopie SHG dans les tissus biologiques est essentiellement utilisée pour
I'imagerie de la myosine [190], des microtubules [42] et du collagene [39, 186] (incluant le

cartilage [17, 209] et les tendons [53, 104, 184]).

Plusieurs techniques furent développées dans le but d’obtenir de I'information supplémen-
taire sur le signal de seconde harmoniques dans les tissus biologiques. Ainsi la microscopie
SHG résolue en polarisation (P-SHG) consiste a analyser 'intensité du signal en changeant
I’angle de polarisation du faisceau laser et permet d’obtenir de I'information sur le niveau
d’anisotropie et I'orientation des fibrilles [35, 69, 113, 119, 185, 205, 207, 208]. Egalement, la
microscopie SHG interférométrique (I-SHG) permet d’obtenir la polarité des structures non

centrosymétriques dans le tissu [5, 38, 167, 169].
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Utilisation des filtres adaptés
appliqués a la microscopie Stimulated

Raman Scattering (SRS)

La microscopie Stimulated Raman Scattering (SRS) obtient son contraste d’imagerie du
transfert de modulation d'un des faisceaux lasers incidents vers l'autre faisceau, dans ce
cas-ci le faisceau pompe vers le faisceau Stokes. Cette variation de 'intensité est beaucoup
plus faible que 'intensité totale du faisceau pompe. La méthode principalement utilisée pour
pour détecter cette faible variation est d’utiliser un amplificateur a détection synchrone
(“Lock-in Amplifier”: LTA) pour isoler le signal du bruit. Une méthode alternative, que nous
tentons d’appliquer, est I'utilisation de filtres adaptés pour retrouver le signal SRS parmi le
bruit et ainsi augmenter le ratio signal sur bruit (SNR) [191]. Le filtre adapté est largement
utilisé dans le domaine des télécommunications [95], en imagerie ultrason [128-131, 194], en
traitement d’images [78, 88, 97, 112, 170, 179] et en technologie radar [66, 111, 114, 178§,
mais fut trés peu utilisé en optique [7, 40, 86, 91, 115] et n’a jamais été utilisé, a notre

connaissance, en microscopie optique non-linéaire.

Ce chapitre présente les résultats obtenus sur 1'utilisation des filtres adaptés en micro-

scopie SRS dans le but d’augmenter la sensibilité sur ce dernier en augmentant le SNR.
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Tout d’abord, a la section 3.1, une revue théorique des filtres adaptés est présentée suivie
par une description du montage expérimental a la section 3.2. Finalement, nous présentons
les résultats expérimentaux de 'implantation des filtres adaptés en utilisant deux types de

modulations: les ondes carrées a la section 3.3 et les codes de Golay a la section 3.4.

3.1 Théorie sur les filtres adaptés et les codes de Golay

3.1.1 Filtre adapté

Le filtre adapté fut autrefois appelé “North Filter”, d’apres la premieére personne qui
présenta le concept, D.O. North [143]. 11 fut tout d’abord cong¢u durant la Deuxiéme Guerre
mondiale dans le but d’augmenter la sensibilité des systémes radars. Depuis, il est utilisé
dans plusieurs autres domaines tels que I'imagerie par rayons X, I'imagerie par ultrason et
en télécommunication. Le concept de filtre adapté a une efficacité linéaire et invariant du
temps et permet d’augmenter le SNR d’un signal en présence d’un bruit blanc gaussien
additif. Le bruit blanc gaussien se définit comme un bruit dont la puissance par unité de
fréquence (densité spectrale) est constante et dont la distribution de 'amplitude du signal

suit une distribution gaussienne.

SO (N0 |y YO

Y

FIGURE 3.1 — Du bruit blanc gaussien n(t) est additionné au signal s(¢) pour former l'entrée
du filtre adapté, r(t). La réponse impulsionnelle h(t) est appliquée a ce dernier pour former
la sortie du filtre adapté qui est donné par y(t), ayant un plus grand SNR.

Comme présenté a la figure 3.1, 'entrée d’un filtre adapté, r(t), est composée d’un signal

d’une durée finie dont la forme est connue, s(t), et d'un bruit blanc gaussien, n(t), de densité
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de puissance Ny/2, de telle sorte que r(t) = s(t) + n(t). Le filtre adapté a une réponse
impulsionnelle représentée par h(t) et la sortie du filtre adapté, y(t), est donnée par la

convolution de I'entrée du filtre adapté et de la réponse impulsionnelle:
t
y(t) = / r(u)h(t — u)du. (3.1)
0
Puisque le bruit est additif, la partie de ’équation représentant le signal est donnée par:
t
ys(t) = / s(u)h(t — u)du (3.2)
0

tandis que la partie du bruit est donnée par:

it = [ "n(Wh(t — u)du. (3.3)

La fonction principale du filtre adapté est d’augmenter le SNR. Ce dernier est donné par:

2t [fs(wh (t—u)du}2
Ely2(t)] E [f3n(u)h (t—u)du}

SNR = (3.4)

ou E { Jyn(u)h(t — u)du] est la covariance du bruit. Transformons tout d’abord le dénomi-

nateur de cette équation. Celui-ci est donné par:

B[] = E { [ / "n(u)h(t — u)du} [ / (o)t — v)du} } (3.5)

que nous pouvons reformuler comme suit:

/ / | h(t — u)h(t — v)dudo. (3.6)

Selon les propriétés du bruit blanc, la covariance de ce dernier est donnée par:
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Le dénominateur devient donc:

/ / Z26(u — v)h(t — u)h(t — v)dudv (3:8)

et en effectuant I'intégrale selon v, nous obtenons:

Bl)] =3 /h%—u (3.9)

en considérant que:

/ 5w — At — v)dv = h(t — u). (3.10)

La SNR devient donc )
{fg s(u)h(t — u)du}

SNR =
R f3 h2(t — u)du

(3.11)

Pour résoudre cette équation, il est possible d'utiliser I'inégalité de Cauchy-Schwarz. Celui-ci

stipule que, pour deux vecteurs se trouvant dans ’espace de Hilbert:

(S,Q)° < [SP|Qf. (3.12)

ou I'égalité est atteinte lorsque ) = ¢S, ol ¢ est une constante [98]. Appliquant cette inégalité

pour des fonctions a valeurs complexes de carré intégrable, nous obtenons:

[/Ot s(u)q(u)du]

dont 1’égalité est atteinte lorsque cs(u) = g(u) ol ¢ est une constante. Si nous appliquons

2

< /Ot s%(u)du /Ot ¢*(u)du (3.13)

I'inégalité au numérateur du SNR, ce dernier est maximisé lorsqu’il y a égalité. Ceci est

possible en posant h(t — u) = cs(u) et le SNR optimisé devient:

SNR (1) = chist ] s du (3.14)

NOTCQ SSQ(U)du %
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Si le signal a une durée finit 7', son énergie est donnée par:

/OT s*(u)du = e,. (3.15)

Le SNR optimisé est donc donné par:

2e
SNRP = =, 3.16
N (3.16)

Nous voyons donc que pour optimiser le SNR, la réponse impulsionnelle optimale est com-

posée du signal renversé dans le temps (voir figure 3.2) de telle sorte que
h(u) = es(T — u). (3.17)

ou ¢ est une constante. En utilisant une telle réponse impulsionnelle, le signal a la sortie du

filtre adapté est maximum au temps t = 0 et beaucoup plus bas partout ailleurs.

(a) (b) o

NV,VAN Aty >
s(t) r(t) h(t)

FIGURE 3.2 — Forme des différents signaux impliqués dans le processus de filtre adapté.
(a) Forme du signal que nous souhaitons détecter. (b) Signal pour lequel un bruit a été
additionné. Celui-ci forme l'entrée du filtre adapté. (c¢) Réponse impulsionnelle du filtre
adapté qui consiste au signal inversé dans le temps.

En effectuant une analyse spectrale de la réponse impulsionnelle, nous obtenons la réponse

suivante:

T )
H(f) = c/o s(T — u)e 9™ udy
= c/TO s(r)e 92 T=) (_dy)

0
= ce’ﬂ“fT/ s(r)e??™ " dr
T

= ce 7T S(f)]. (3.18)
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Nous pouvons donc conclure que la réponse impulsionnelle possede une transformée de Fou-

rier semblable au signal avec seulement un facteur ¢ de différence.

3.1.2 Code de Golay

Il est possible d’augmenter le SNR en utilisant un code en configuration binaire en guise
de modulation du signal de telle sorte que, lorsque décodé, il y a augmentation du SNR.
Les codes de Golay sont une de ces familles de codes qui sont congues pour augmenter
le SNR [124]. Les codes de Golay complémentaires sont formés de paires qui doivent étre

additionnées [125].

A J:

B JI_I >
Fi1GURE 3.3 — Complémentarité des codes de Golay. Le filtre adapté est appliqué aux codes
A et B, créant un sommet d’intensité au centre et entouré de points ayant une intensité
généralement non nul. Lorsque ces deux courbes sont additionnées, la complémentarité des

deux codes fait en sorte que le point central augmente d’intensité alors que les autres ont
une valeur nulle.

®

— h(t)=B(-t)

AN /
NV

Le code consiste donc en deux séquences (A et B) de longueur N = 2& données par:

A(k) = NZ? a0 (k —mT) (3.19)
B(k) = Nz_:l bmd(k —mT). (3.20)

m=0
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Modulation utilisée
sur le faisceau pompe

Y

FIGURE 3.4 — Adaptation d’'un code bipolaire en code unipolaire puisquun systéme laser
ne peut avoir d’intensité négative. Haut de I'image: les deux codes bipolaires originaux (A
et B). Milieu de 'image: chacun de ces deux codes est séparé en deux codes, un contenant
les bits positifs (A4, et B,) et le second les bits négatifs (A, et B,). Bas de I'image: Ces
quatre séquences sont mis bout a bout pour former la séquence finale qui formera le motif
pseudoaléatoire utilisé pour moduler le faisceau pompe.

Ol Gy, by € —1,1, 0(k) est le delta de Kronecker, k est le temps et T" est le délai temporel. La
propriété clé de ce code est que la somme de leur autocorrélation respective est égale a zéro
pour tous les délais temporels sauf le délai zéro (voir figure 3.3). Cette propriété, appelée la

complémentarité, peut étre exprimée comme suit:

A(k) % A(—k) + B(k) * B(=k) = 2N5(k) (3.21)

Ce code est bipolaire, c’est-a-dire que les valeurs des bits varient entre -1 et 1. Or, un laser

ne peut avoir une intensité négative. Il est alors nécessaire de transformer le code bipolaire
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en un code unipolaire (voir figure 3.4), comme suit:

Ay(k) = (A(k) +1)/2, An(k) = (—A(k) +1)/2 (3.22)
B,(k) = (B(k) + 1)/2, Ba(k) = (—B(k) + 1)/2. (3.23)

Les différentes parties du code sont donc mises bout a bout, ce qui forme la séquence utilisée
pour moduler le laser. Il est alors possible de décoder le signal avec le filtre adapté. Pour ce
faire, nous séparons le signal qui est détecté en quatre segments correspondants a A,, A,
B, et B,, nous soustrayons les segments positifs (A, et B,) avec leurs segments négatives
respectives (A, et B,,) pour obtenir des codes bipolaires et ensuite appliquer le filtre adapté
approprié sur chacun d’eux. La réponse de chaque segment est finalement additionnée pour

obtenir le SNR optimal.

En résumé, le filtre adapté est une technique utilisée pour augmenter le SNR d’un signal
dont la forme est connue. Elle consiste a faire la convolution d’un signal affecté par du bruit
et de la version inversée dans le temps de ce signal. Les codes de Golay sont un type de

modulation complémentaire au filtre adapté qui permet d’augmenter le SNR.

3.2 Montage expérimental

Cette section décrit le montage expérimental utilisé pour la réalisation des expériences.
Egalement, une description du microscope et des échantillons utilisés sera faite. Finalement,
nous présentons les différents types de modulation ainsi que les codes de Golay utilisés pour

les expériences.

3.2.1 Trajet Optique

La figure 3.5 présente le montage expérimental utilisé pour la réalisation des expériences.

Un laser Titane:Sapphire (Mira 900, Coherent) produit un faisceau laser d’environ 150 fs dont
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FI1GURE 3.5 — Montage expérimental utilisé pour la microscopie SRS utilisant le filtre adapté.
I: isolateur, L: lentille, H: lame demi-onde, PG: prisme de Glan, M: miroir, PCF: fibre a cris-
taux photoniques, F: filtre, R: miroir dichroique, O: objectif, S: échantillon, C: condensateur,
P: photodiode, TS: platine de translation.

la longueur d’onde centrale est ajustée a 815 nm. Un isolateur (EOT) est placé devant la sortie
du laser pour éviter que des rétroréflexions ne viennent affecter la stabilité du systeme laser.
Deux lentilles sont utilisées dans le but de réduire la taille du faisceau laser pour que la taille
de celui-ci soit ajustée a 'entrée de la cellule de Pockels. Une lame demi-onde (WPH05M-808,
Thorlabs) et un prisme de Glan sont utilisés pour ajuster la puissance des faisceaux pompe
et Stokes. De la puissance totale, environ 150 mW est envoyé dans le trajet du faisceau
Stokes tandis que le reste de 'intensité, soit environ 250 mW, est envoyé dans le trajet du
faisceau pompe. Une cellule de Pockels est installée dans le trajet optique du faisceau pompe.
La cellule de Pockels (350-160, Conoptics) est utilisée pour moduler l'intensité du faisceau

pompe. Egalement, une platine de translation est utilisée pour synchroniser temporellement
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le faisceau pompe et le faisceau Stokes. Dans le bras du faisceau Stokes, une fibre a cristaux
photonique (NL-1.4-775, NKT photonics) est utilisée pour augmenter la largeur spectrale du
faisceau Stokes, permettant d’atteindre des fréquences allant jusqu’a environ 1064 nm. Le
taux de conversion de la puissance se situe autour de 36 %. A la sortie de la fibre, une lentille
permet au faisceau laser d’étre collimaté. Un filtre (RG850, Schott) permet de bloquer les
longueurs d’onde en dessous de 850 nm et de transmettre les longueurs d’onde associées au
faisceau Stokes et une lame demi-onde ajuste la polarisation du faisceau sortant. Les deux
faisceaux, pompe et Stokes, sont combinés a I’aide d’un miroir dichroique (950 DCXXR, AHF
analysentechnik) qui transmet le faisceau Stokes et réfléchis le faisceau pompe. Les deux
faisceaux sont finalement dirigés dans un microscope que nous avons fabriqué. A Tentrée
du microscope, la puissance du faisceau pompe est généralement de 99 mW tandis que la

puissance du faisceau Stokes est généralement de 13 mW.

3.2.2 Microscope et échantillons

Le microscope utilisé pour les expériences fut construit dans notre laboratoire. Il ne
possede pas de systeme de balayage, le faisceau laser ne focalisant que sur un seul point.
Un miroir dévie le faisceau laser de telle sorte que celui-ci se retrouve a la verticale. Un
objectif de microscope (UPlanSapo, 20X, NA 0.75, Olympus) focalise le faisceau laser dans
I’échantillon et un condensateur maison est utilisé pour collecter le signal SRS. Celui-ci
est filtré par trois filtres (RG850, Schott; 1050-10, TFI Technologies; Razor Edge LP-830,
Semrock) qui bloquent toutes les longueurs d’onde & l'exception de ceux du faisceau Stokes
et ce dernier est focalisé sur une photodiode (DET410, Thorlabs) qui détecte le signal. Le
montage peut étre modifié pour que différents filtres soient installés et pour qu’une fibre
optique soit utilisée plutot qu’une photodiode pour collecter le signal. Plusieurs parties du
microscope sont ajustables pour permettre une meilleure collection du faisceau laser. Ainsi,
la hauteur du support a échantillon peut étre ajustée ainsi que l'orientation fine du miroir
déviant le faisceau laser a la verticale. De plus, le condensateur peut étre ajusté en hauteur

ainsi que sur un plan horizontal.
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Pour aligner le faisceau laser de maniere a collecter le maximum de signal, nous utilisons
tout d’abord un agent fluorescent, la fluorescéine, diluée dans de I’eau. Celui-ci, une fois
excité par un faisceau laser, produit un fort signal de fluorescence qui est visible a 1’ceil nue.
Celui-ci permet d’ajuster la hauteur du porte-échantillon pour que le point focal se situe dans
I’échantillon. Par la suite, cet échantillon est remplacé par de 'octadécene et le signal CARS
est collecté a ’aide d’une fibre optique reliée a un spectrometre. En utilisant les filtres appro-
priés pour bloquer les faisceaux pompe et Stokes, il est possible de détecter le signal CARS.
Celui-ci est optimisé en ajustant le condensateur, le délai temporel et le chevauchement entre
les deux faisceaux lasers. Finalement, la fibre optique est remplacée par la photodiode et les
filtres sont remplacés pour ne détecter que le faisceau Stokes. L’octadécene est encore une

fois utilisé pour générer le signal SRS et une modulation est appliquée au faisceau pompe a

I'aide de la cellule de Pockels.

3.2.3 Acquisition, modulation et code de Golay

Le signal SRS collecté par la photodiode est envoyé dans un amplificateur (SR560 Low-
noise preamplifier, Stanford research system) qui amplifie le signal avec un gain de 10* et
un filtre passe-bas bloque les fréquences plus élevées que 1 MHz. La sortie de I'amplificateur
est envoyée tout d’abord a l'ordinateur dont I'acquisition du signal se fait par une carte
“Analogue to Digital Converter” (ADC). Le taux d’échantillonnage maximale de I'ordinateur
est de 5 MHz, ce qui signifie que la fréquence de modulation maximale du signal est limitée a
2,5 MHz. Or, étant donné que nous souhaitons obtenir une bonne résolution de 1’onde carrée,
la fréquence de la modulation sera moindre pour permettre I’acquisition de plus de points par
période et ainsi obtenir une modulation mieux définie. Un générateur de fonction (DS345,
Stanford research system) génere le signal envoyé a la cellule de Pockels pour moduler le

faisceau pompe.

La sortie de 'amplificateur est également envoyée a un LIA (SR844 RF, Stanford research
system). Celui-ci est utilisé a titre de comparaison lors de I'analyse de lefficacité du filtre

adapté. En effet, le LIA est 'appareil le plus souvent utilisé pour détecter le signal SRS. Il est
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donc souhaité de faire une comparaison entre les performances du LIA et du filtre adapté. Le
LIA peut seulement détecter le signal des ondes carrées et non des motifs pseudoaléatoires.
Pour détecter les ondes carrées, le signal provenant du générateur de fonction est utilisé
comme fréquence de référence pour détecter le signal SRS. La sortie du LIA est envoyée a

I'ordinateur pour étre acquis en méme temps que le signal provenant de I'amplificateur.

1110000111 01001080

1 point/bit

10 point/bit

FIGURE 3.6 — Représentation de la résolution d’'une séquence en fonction du nombre de points
par bit. En haut de I'image se trouve la séquence en terme de 1 et de 0. En dessous se trouve
une représentation en terme d’intensité de cette séquence en utilisant un point par bit. Cette
figure montre que la transition entre un bit 1 et 0 se fait sur une longue distance, donnant
une forme triangulaire au profil d’intensité. En bas de I'image se trouve une représentation
en intensité de la séquence, mais cette fois-ci avec 10 points par bit, permettant une bien
meilleure définition dans le temps d’un bit 1 et 0.

Deux types de modulations sont utilisés pour les expériences. Le premier est une onde
carrée dont la fréquence varie entre 300 kHz et 25 kHz. Le second est un motif pseudoaléatoire
composé de 1 (maximum de l'intensité) et de 0 (minimum de l'intensité). Celui-ci est créé
a l'aide du programme “Arbitrary Waveform Composer” pour ensuite étre téléchargé dans
le générateur de fonction. Le programme pour construire le motif pseudoaléatoire ne permet
que de créer une séquence d'un maximum de 1000 points, réduisant la longueur maximale
de la séquence pseudoaléatoire a 1000 bits. Or, plus la séquence comprend de bits, moins ces
derniers sont définis puisque la forme de chaque bit deviendrait triangulaire plutét que carrée,
comme présentée a la figure 3.6. Nous avons donc limité le nombre de bits contenu dans une
séquence a 40. Comme présenté a la section 3.1, un code ayant une certaine longueur est

traduit par une séquence ayant quatre fois cette longueur lors de la modulation du faisceau
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laser. Pour nos expériences, trois longueurs de codes sont utilisées: 4, 8 et 10 bits, ce qui peut
se traduire par des séquences de 16, 32 et 40 bits. Les fréquences de modulation en utilisant

des codes de Golay se situent entre 10 000 séquences par seconde et 1 séquence par seconde.

3.3 Résultats utilisant les ondes carrées

Cette section présente les résultats de 1'utilisation du filtre adapté en utilisant des ondes
carrées en guise de modulation. Les résultats de simulations seront tout d’abord présentés

et ensuite une présentation des résultats expérimentaux sera faite.

3.3.1 Simulations

Les ondes carrées sont les premieres formes de modulations que nous avons utilisées pour
tester la validité du filtre adapté. Il est facile de les créer a ’aide d’un générateur de fonction et
aucun étalonnage n’est nécessaire avec la cellule de Pockels. Nous avons effectué tout d’abord
des simulations numériques pour connaitre la performance théorique d’'une onde carrée en
guise de réponse impulsionnelle du filtre adapté. Pour ces simulations, une onde carrée d’une
longueur et fréquence prédéfinie, faisant office de faisceau pompe (1), fut générée ainsi qu'un
signal de méme longueur et d’intensité constante en guise de faisceau Stokes (Ig). Un bruit
blanc gaussien est ensuite additionné aux deux faisceaux pour simuler la présence de bruit
de fond (n; et ny) (voir figure 3.7). Par la suite, le SRG (AI) est construit en multipliant les
faisceaux Stokes et pompe et un facteur de conversion, habituellement 107%, puisque le SRG
est tres faible par rapport a l'intensité des faisceaux lasers. Le SRG est ensuite additionné
au faisceau Stokes contentant du bruit. Pour simuler le bruit induit par les instruments de
détection, un bruit gaussien blanc (n3) est également additionné a la somme du faisceau
Stokes et du SRG. L’intensité totale du signal a 'entrée du filtre adapté est ainsi donnée
par:

]m = ]S + Al + ng + N3 (324)
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FIGURE 3.7 — Schéma représentant les différentes étapes menant a la création du signal SRS.

avec:

Al = (Is +n1) (I, +ny) - 1 x 107°. (3.25)

Finalement, la composante DC est soustraite du signal. Le filtre adapté est ensuite appliqué
au signal SRS ([;;,) et la valeur centrale de la sortie du filtre adapté est utilisée comme
valeur d’intensité pour cette séquence. En répétant ce processus pour plusieurs séquences, la
moyenne des différentes valeurs d’intensités divisée par leur écart type nous permet d’obtenir
le SNR, comme suit:

SNRout = (326)

SHES

ou u est la moyenne et o est 1'écart type. Le SNR a l'entrée du filtre adapté est obtenu
en calculant la moyenne quadratique au carré du SRG sans bruit, divisé par la moyenne

quadratique au carré du bruit total (le bruit du faisceau Stokes ns, des instruments ng ainsi

que du SRG):

A -\’
SNRm:<RM*W>. (3.27)
ARMS,bruit

Répéter le code plusieurs fois permet d’obtenir plusieurs valeurs du SNR et leur moyenne
permet d’obtenir une valeur plus constante du SNR. Plusieurs parametres furent changés

pour nous permettre de comprendre 'effet des différents parametres sur le signal de sortie.

La forme du signal a la sortie du filtre adapté pour différentes longueurs de la séquence

ainsi que pour différentes valeurs du SNR a l'entrée du filtre adapté est présentée a la
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0.1 ms 1ms 10 ms 100 ms

FIGURE 3.8 — Forme du signal SRS a la sortie du filtre adapté dont la modulation est une
onde carrée. La convolution entre deux ondes carrées forme une onde triangulaire. De la ligne
du haut vers la ligne du bas, le SNR a l'entrée du filtre adapté est, dans I'ordre, de -20, -30,
-40 et -50 dB. De la colonne de gauche vers la colonne de droite, la longueur de la séquence
est, dans l'ordre, de 0,1, 1, 10 et 100 ms.

figure 3.8. Les graphiques montrent seulement une période de 'onde carrée, soit une section
de 10 ns de la séquence entiere. Nous remarquons tout d’abord que la séquence la plus longue
(100 ms) permet d’obtenir un meilleure définition de la sortie du filtre adapté. Etant donné
que le taux d’échantillonnage est constant, les séquences dont la durée est la plus longue
ont également un nombre de points total plus élevé, permettant une meilleure définition du
signal. De méme, sans surprise, la sortie du filtre adapté est également mieux définie lorsque

le bruit a l'entrée du filtre adapté est plus bas (SNR a l'entrée plus élevé).

La figure 3.9 montre le graphique du SNR (en dB) a la sortie du filtre adapté en fonction
de la durée de la séquence (en ms) et du SNR a l'entrée du filtre adapté (en dB). Nous
remarquons tout d’abord, comme attendu, que le SNR a la sortie du filtre adapté diminue
lorsque la durée de la séquence augmente et que le SNR a l'entrée augmente. La corrélation

entre le SNR de I'entrée et le SNR de la sortie du filtre adapté est linéaire et la corrélation
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FIGURE 3.9 — SNR a la sortie du filtre adapté (en dB) en fonction de la longueur de la
séquence (en ms) et du SNR a l'entrée du filtre adapté (en dB). La fréquence de 'onde
carrée est de 100 kHz.

entre la durée de la séquence et le SNR est logarithmique. Toutefois, étant donné que le SNR
est en décibel, la corrélation entre la durée de la séquence et le SNR a la sortie du filtre

adapté, a une échelle linéaire, est linéaire.

Finalement, nous avons vérifié 'effet de la variation de la fréquence de modulation sur
le SNR a la sortie du filtre adapté. La figure 3.10 montre que la fréquence de modulation
semble n’avoir aucun effet sur le SNR a la sortie du filtre adapté. En effet, pour une durée de
la séquence donnée, le SNR reste constant, peu importe la fréquence de modulation de ’'onde
carrée utilisée. Egalement, la corrélation entre le SNR 4 la sortie du filtre adapté et la durée
de la séquence est la méme, peu importe la fréquence de modulation utilisée. Il est possible
que ces résultats changent dans un contexte expérimental puisque, pour ces simulations,

le bruit est blanc et donc constant pour toute les fréquences de modulation. Toutefois,
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FIGURE 3.10 — SNR a la sortie du filtre adapté (en dB) en fonction de la durée de la séquence
(en ms) et de la fréquence de 'onde carrée (en kHz). Le SNR a l'entrée du filtre adapté est
de -30 dB.

dans un contexte expérimental, le bruit du systeme laser augmente lorsque la fréquence
diminue [126] (ce bruit est communément appelé bruit 1/f), en plus d’autres sources de bruits
dépendant de la fréquence qui risquent de s’ajouter a ce dernier. La figure 3.10 peut également
étre interprétée d’'une autre maniere. En effet, le niveau de bruit est constant pour chaque
fréquence de modulation. Ainsi, un signal ayant une fréquence de modulation plus basse peut
étre interprétée comme étant un signal dont le taux d’acquisition est plus élevé et la longueur
de la séquence est plus courte. Donc, il semble que ce soit le nombre de points compris dans
le signal acquis qui ait une plus grande influence sur le SNR a la sortie du filtre adapté
plutot que la durée de la séquence ou la fréquence de modulation. La figure 3.11 montre le
graphique du SNR a la sortie du filtre adapté en faisant varier le taux d’échantillonnage et la
durée de la séquence. Nous remarquons ainsi qu’augmenter la durée de la séquence produit le

méme effet qu’augmenter le taux d’échantillonnage. Nous pouvons également remarquer que
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Ficure 3.11 — SNR a la sortie du filtre adapté (en dB) en fonction de la durée de la
séquence (en ms) et du taux d’échantillonnage (en MHz). Le SNR a 'entrée du filtre adapté
est constant a -40 dB et la fréquence de modulation est de 100 kHz.

le SNR a la sortie du filtre adapté, pour un taux d’échantillonnage élevé et une courte durée
de la séquence, est comparable a celui d’une durée de la séquence élevée et d'un faible taux
d’échantillonnage, laissant supposer que, comme mentionné précédemment, c’est le nombre
de points compris dans la séquence qui a la plus grande influence sur le SNR a la sortie du

filtre adapté.

En conclusion, les simulations numériques indiquent que les principaux facteurs qui in-
fluencent Defficacité des filtres adaptés sont la longueur de la séquence ainsi que le niveau de
bruit a 'entrée du filtre adapté. Avoir un taux d’acquisition plus élevé permettrait de réduire
la durée de la séquence tout en obtenant un SNR a la sortie du filtre adapté comparable

(pour un méme niveau de bruit a ’entrée du filtre adapté).
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3.3.2 Résultats expérimentaux

Nous avons effectué plusieurs séries d’expériences dans le but de vérifier 'influence de
la fréquence et du temps d’intégration sur la valeur du SNR a la sortie du filtre adapté.
Parallelement, nous avons également mesuré le signal SRS provenant d'un LIA dans le but
de comparer les performances du filtre adapté avec celles du LIA. Les résultats de ces mesures

sont présentés a la figure 3.12.
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FIGURE 3.12 — Graphique représentant le SNR du signal SRS (en dB) en fonction de la
fréquence de I'onde carrée utilisé pour moduler le faisceau pompe. Les lignes pleines repré-
sentent le SNR provenant du signal a la sortie du filtre adapté tandis que les lignes pointillées
représentent le SNR du signal a la sortie du LIA. Les séquences ont des durées de 100 us
(noir), 300 pus (rouge) et 1 ms (bleu).

La figure 3.12 montre le graphique du SNR a la sortie du filtre adapté pour des temps
d’acquisitions de 100 ps, 300 ps et 1 ms. Nous remarquons que, pour toute les durées d’ac-
quisitions, le SNR a la sortie du filtre adapté est plus élevé que celui du LIA. De plus, la
valeur du SNR a la sortie du filtre adapté diminue lorsque la fréquence augmente tandis
que la valeur du SNR provenant du LIA reste relativement constante avec I'augmentation

de la fréquence de modulation. La fréquence de modulation offrant le meilleur SNR est de
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50 kHz. Nous pouvons également remarquer que lorsque le temps d’intégration augmente, la
valeur du SNR de la sortie du filtre adapté augmente également pour les basses fréquences
de modulation. Toutefois, la valeur du SNR provenant du LIA ne semble pas augmenter

significativement.

Les performances du filtre adapté dépendent fortement de I'intensité du bruit affectant le
signal. Or, il est connu que le systéme laser produit du bruit ayant une dépendance inverse a
la fréquence (communément appelé bruit 1/f) [126]. Ainsi, la valeur du SNR a la sortie du
filtre adapté devrait augmenter avec I'augmentation de la fréquence de modulation, ce qui
n’est pas le cas. Ceci peut étre causé par plusieurs facteurs. Premierement, le bruit provenant
du systeme laser et le bruit de grenaille ne sont probablement pas les seules composantes du
bruit présent dans le signal détecté. En effet, les instruments de mesure induisent également
du bruit. En plus, la fibre a cristal photonique utilisée pour générer le faisceau Stokes produit
probablement une grande quantité de bruit, causée par une instabilité dans le spectre, venant
s’ajouter au bruit existant. Deuxiémement, une partie du bruit présent dans le signal détecté,
suite au processus de mélange a quatre ondes produisant le signal SRS, n’est pas additif,
mais multiplicatif. Or, le filtre adapté n’est pas cong¢u pour ce type de bruit et son efficacité

s’en trouve réduite.

Un autre facteur pouvant affecter les performances du filtre adapté est le taux d’échan-
tillonnage utilisé pour faire ’acquisition des données. Le concept de filtre adapté provient
du domaine des télécommunications ot un taux d’échantillonnage tres élevé est nécessaire.
Etant un filtre numérique, 'utilisation d’un taux d’échantillonnage trop bas lors de l'uti-
lisation d’'un filtre adapté peut fortement diminuer ses performances. En utilisant un taux
d’échantillonnage de 5 MHz, la valeur maximale permise par notre systeme d’acquisition, il
est fort probable que les performances du filtre adapté s’en trouvent affectées. Le bas taux
d’échantillonnage ne nous permet également pas d’utiliser des fréquences de modulations
plus élevées (>1 MHz), ce qui nous empéche d’utiliser des fréquences élevées dans le but de

diminuer le bruit provenant du systeme laser.
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Pour conclure, les simulations numériques ainsi que les résultats expérimentaux ont dé-
montré qu’utiliser des ondes carrées comme forme de modulation du faisceau pompe permet
de retrouver le signal SRS en utilisant le filtre adapté. Les simulations numériques montrent
que la longueur de la séquence et le niveau de bruit affectent sa performance. Les résultats
expérimentaux montrent que le filtre adapté offre une meilleure performance que le LIA et
que, dans l'intervalle de fréquences de modulation analysé, une fréquence de modulation de

50 kHz offre un meilleur SNR.

3.4 Résultats utilisant les codes de Golay

Cette section présente les résultats concernant 1'utilisation du filtre adapté en microscopie
SRS en utilisant les codes de Golay en guise de modulation. Premiérement, une présentation
des simulations effectuées a ’'aide de Matlab est faite et ensuite les résultats expérimentaux

sont présentés.

3.4.1 Simulations

La fonction principale du filtre adapté et des codes de Golay est d’augmenter le SNR d'un
signal entouré de bruit. Comme expliqué a la section 3.1, les codes de Golay sont congus de
telle sorte que le signal a la sortie du filtre adapté est maximum au centre de la séquence
a la sortie du filtre adapté et nul partout ailleurs. C’est donc ce type de signal que nous
cherchons a obtenir a la sortie du filtre adapté. Pour ce faire, une séquence pseudoaléatoire
fut construite en se basant sur un code de Golay de longueur N=10 (la longueur totale de
la séquence étant de 40 bits). Un bruit blanc gaussien dont I'intensité est variable est ajouté
a ce code. Le nombre de points par bit est également variable. En modifiant le nombre de
points par bit ainsi que I'intensité du bruit, une variation du signal a la sortie du filtre adapté

fut observée. Les résultats sont présentés aux figures 3.13, 3.14, 3.15 et 3.16.
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FI1GURE 3.13 — Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté en
fonction du temps pour un signal sans bruit. Un code de Golay ayant 10 bits est utilisé et le
nombre de points par bit utilisé est de (a) 12, (b) 50, (c) 100 et (d) 500.

Tout d’abord, la figure 3.13 montre que la forme du signal a la sortie du filtre adapté est
indépendante du nombre de points par bit lorsqu’il n’y a pas de bruit additionné. En effet,
les quatre graphiques sont identiques, peu importe le nombre de points par bit utilisé. Aux
graphiques a la figure 3.14, un bruit a été additionné au signal de telle sorte que le SNR
a l'entrée du filtre adapté est de -20 dB. Nous observons sur a cette figure que I'impulsion
centrale a la sortie du filtre adapté devient moins définie. Ceci est d’autant plus visible avec
un plus faible taux d’échantillonnage (nombre de points par bit moins élevé). En augmentant

le niveau de bruit de telle sorte que le SNR a l'entrée du filtre adapté est de -30 dB (voir
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FI1GURE 3.14 — Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté en
fonction du temps dont le SNR a I'entrée du filtre adapté est de -20 dB. Un code de Golay
ayant 10 bits est utilisé et le nombre de points par bit utilisé est de (a) 12, (b) 50, (c¢) 100
et (d) 500.

figure 3.15) nous remarquons que les impulsions des figure 3.15(a) et (b) (avec 12 et 50 points
par bit) ne sont plus du tout définies alors que les deux graphiques ayant le plus haut taux
d’échantillonnage (figure 3.15(c) et (d)) ont une impulsion centrale bien visible. Toutefois,
avec un SNR a Uentrée du filtre adapté de -40 dB (voir figure 3.16), aucune impulsion centrale

n’est distinguable, peu importe le nombre de points par bit.

En répétant la séquence du code de Golay plusieurs fois, il est possible d’obtenir plusieurs

valeurs de l'intensité. Ces valeurs peuvent étre utilisées pour calculer le SNR a la sortie
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F1GURE 3.15 — Graphiques de I'intensité normalisée a la sortie du filtre adapté en fonction
du temps dont 'entrée du filtre adapté a un SNR de -30 dB. Un code de Golay ayant 10 bits
est utilisé et le nombre de points par bit utilisé est de (a) 12, (b) 50, (c¢) 100 et (d) 500.

du filtre adapté. En effet, une méthode pour calculer le SNR d’un signal est de diviser la
moyenne de celui-ci par son écart type (voir 1’équation 3.26). L’entrée du filtre adapté est
composée d'un certain nombre de séquences et le filtre adapté est appliqué sur chacune de
ces séquences individuellement. La valeur centrale de chaque séquence a la sortie du filtre
adapté est désignée comme étant l'intensité du signal SRS pour cette séquence. La moyenne
des valeurs d’intensité du signal SRS divisé par ’écart type nous permet d’obtenir le SNR
a la sortie du filtre adapté. Pour ces simulations, 500 séquences sont utilisées. Nous varions

le niveau de bruit a 'entrée du filtre adapté ainsi que le nombre de points par bit. Ces
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FI1GURE 3.16 — Graphiques de l'intensité normalisée du signal a la sortie du filtre adapté en
fonction du temps dont le SNR a 'entrée du filtre adapté est de -40 dB. Un code de Golay
ayant 10 bits est utilisé et le nombre de points par bit utilisé est de (a) 12, (b) 50, (c¢) 100
et (d) 500.

simulations sont répétées 200 fois pour obtenir une mesure plus stable du SNR a la sortie

du filtre adapté.

Le graphique de la figure 3.17 présente la moyenne des SNR a la sortie du filtre adapté
obtenus pour différentes valeurs du SNR a I'entrée du filtre adapté et du nombre de points par
bit. Nous observons sur ce graphique, comme attendu, que le SNR a la sortie du filtre adapté
diminue lorsque le bruit a I'entrée du filtre adapté augmente. De méme, plus le nombre de

points par bit (taux d’échantillonnage) augmente, plus le SNR a la sortie du filtre adapté est
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FI1GURE 3.17 — Graphique des résultats des simulations numériques du SNR a la sortie du
filtre adapté en fonction du SNR a l'entrée du filtre adapté. Le SNR est calculé a partir de
500 séquences et 200 mesures du SNR sont utilisées pour calculer les barres d’incertitudes.
Ces mesures sont effectuées en utilisant un taux d’échantillonnage de 6, 12, 25, 50, 100 et
200 points par bit.

élevé. Toutefois, nous pouvons remarquer que la corrélation entre le SNR a ’entrée et a la
sortie du filtre adapté est linéaire. De plus, 'incertitude sur la valeur du SNR est beaucoup
plus élevée lorsque le bruit est élevé, laissant croire que le bruit a I'entrée du filtre adapté

fait varier I'intensité du signal, affectant par le fait méme la valeur du SNR.

Finalement, nous avons examiné plus spécifiquement la corrélation entre nombre de points
par bits et le SNR a la sortie du filtre adapté (qui peut se traduire, dans un contexte
expérimental, a faire varier le taux d’échantillonnage). Les résultats sont présentés a la
figure 3.18. Pour ces simulations, le SNR a la sortie du filtre adapté est calculé a partir de
100 mesures d’intensité et les barres d’incertitudes sont calculées a partir de I’écart type de
100 mesures du SNR a la sortie du filtre adapté. Comme attendu, plus le nombre de points
par bit est élevé, plus le SNR est élevé. De plus, nous pouvons remarquer que la corrélation
entre le nombre de points par bit et le SNR & la sortie du filtre adapté est linéaire (les
deux échelles sur le graphique sont logarithmiques). Egalement, nous remarquons que, pour

un SNR a l'entrée du filtre adapté de -50 et -60 dB, la valeur du SNR a la sortie du filtre
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FIGURE 3.18 — Graphique des résultats des simulations du SNR a la sortie du filtre adapté
en fonction du nombre de points par bit pour différent SNR a l'entrée du filtre adapté.
100 séquences sont utilisées pour calculer le SNR a la sortie du filtre adapté et les barres
d’incertitudes sont calculées a ’aide de 100 mesures du SNR a la sortie du filtre adapté. Le
SNR a I'entrée du filtre adapté se situe entre -20 et -60 dB et un taux d’acquisition se situant
entre 6 et 10 000 points par bit est utilisé.

adapté stagne a environ -15 dB lorsque le nombre de points par bit est plus faible. Ceci
peut étre di au fait que le niveau de bruit est beaucoup plus élevé que celui du signal et,
par conséquent, la sortie du filtre adapté est principalement composée de bruit (tel que le
montre les simulations a la figure 3.16). Ainsi, la valeur du SNR a la sortie du filtre adapté
reste constante puisque la sortie du filtre adapté est essentiellement composée de bruit. De
plus, nous remarquons que, plus le SNR est bas, plus I'incertitude sur sa mesure est élevée,

probablement a cause du bruit qui affecte les mesures.

Les simulations numériques ont ainsi démontré que le nombre de points par bit (qui
peut se traduire dans un contexte expérimental par le taux d’échantillonnage) a une grande
influence sur la valeur du SNR a la sortie du filtre adapté et que plus celui-ci est élevé, plus
le SNR a la sortie du filtre adapté est élevé. Il en va de méme pour le niveau de bruit a

Ientrée du filtre adapté.
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3.4.2 Résultats expérimentaux

Les données expérimentales utilisant les codes de Golay furent acquises le méme jour que
pour 'acquisition des données utilisant les ondes carrées. Ainsi, les parameétres du systeme

laser et d’acquisition furent conservés.

En utilisant des fréquences de modulation entre 100 et 10 000 séquences par seconde
(ce qui peut se traduire par des séquences dont la durée se situe entre 10 et 0,1 ms), nous
avons analysé le SNR a la sortie du filtre adapté. La figure 3.19 montre les résultats de
cette analyse. Il est a noter que pour chaque type de séquence, le nombre de points par bits
est différent. En effet, la durée de la séquence et le taux d’échantillonnage étant constants,
changer le nombre de bits dans une séquence change nécessairement le nombre de points
par bit. Plus le nombre de bits par séquence est faible, plus le nombre de points par bits est
élevé. Toutefois, le nombre de points total pour une séquence d’une durée donnée est le méme
puisque le taux d’échantillonnage est constant, peu importe la longueur du code. Comme
prédite lors de simulations numériques, plus la durée de la séquence est élevée (et ainsi plus
le nombre de points par bits est élevée), plus le SNR a la sortie du filtre adapté est élevé.
Egalement, nous notons que le SNR a la sortie du filtre adapté est plus élevé lorsque le code
est de 8 et 10 bits, comparativement a un code de 4 bits. Ainsi, il semble plus avantageux
que la longueur du code de Golay soit plus élevée pour obtenir un meilleur SNR a la sortie
du filtre adapté. En comparant ces résultats avec ceux utilisant des ondes carrées comme
forme de modulation, nous constatons que le SNR a la sortie du filtre adapté est plus faible

en utilisant les codes de Golay.

Plusieurs facteurs concernant les mesures expérimentales ont néanmoins fait en sorte que
les résultats n’aient pas été tres concluants. Premierement, le taux d’échantillonnage étant
de 5 MHz, il ne permet pas d’avoir une fréquence du signal tres élevée. Ainsi, la fréquence
maximale a laquelle nous avons modulé le signal est de 10 000 séquences par seconde, ce qui
peut se traduire par 400 000 bits par seconde pour un code dont N=10. Ceci limite le taux
d’échantillonnage a 12,5 points par bit, limitant efficacité du filtre adapté (comme il a été

démontré a la figure 3.18). Pour augmenter le nombre de points par bit, dans les conditions
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FiGure 3.19 — SNR a la sortie du filtre adapté en fonction de la durée de la séquence du
code de Golay. Les données sont présentées pour des codes de 4, 8 et 10 bits.

actuelles, la seule solution est de diminuer la fréquence de modulation. Toutefois, le bruit
du systeme laser augmente avec la diminution de la fréquence [126]. Egalement, nous avons
remarqué qu’a de basses fréquences, pour des modulations arbitraires telles qu'un code de
Golay, la forme du signal envoyé a la cellule de Pockels est déformée, comme présenté a la
figure 3.20. Ainsi, utiliser de basses fréquences dans le but d’augmenter le nombre de points

par bit ne permet pas d’obtenir de meilleurs résultats.

Ces résultats montrent qu’utiliser de basses fréquences de modulation permet d’obtenir
un meilleur SNR a la sortie du filtre adapté. Toutefois, plusieurs facteurs limitent ses per-
formances, surtout a basses fréquences. Premiérement, le générateur de fonction déforme le
signal a de basses fréquences et, deuxiemement, le bruit provenant du systeme laser, aug-
mente lorsque la fréquence diminue [126]. Toutefois, utiliser une fréquence de modulation
plus élevée mene a un autre probleme, soit un taux d’échantillonnage trop bas. En effet,
diminuer le nombre de points par bit diminue également considérablement le SNR. Il serait
donc nécessaire d’augmenter le taux d’échantillonnage du systeme d’acquisition pour obte-

nir un signal de sortie avec une résolution suffisante. Toutefois, ce n’est actuellement pas
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FI1GURE 3.20 — Signal a la sortie du générateur de fonction en fonction du temps. Pour une
séquence du code d'un Golay de 1 seconde, 'intensité des bits forme une série de pentes
descendantes, bien qu’elle devrait étre constante.

possible avec les équipements se trouvant dans le laboratoire et augmenter le taux d’acqui-
sition augmente également le temps de traitement de I'ordinateur pour obtenir le signal a
la sortie du filtre adapté. Une autre solution pour augmenter le SNR serait d’augmenter
la longueur du code, c’est-a-dire d’avoir un code de plusieurs dizaines de bits plutot qu’un
code de 10 bits ou moins. Toutefois, ce n’est également pas possible puisque le générateur
de fonction produisant la modulation pseudoaléatoire n’accepte que des séquences de 1000

points maximum.

L’utilisation des codes de Golay pour augmenter le SNR a la sortie du filtre adapté
semble prometteuse, mais son utilisation en conditions expérimentales s’est révélée décevante.
Ceci peut étre dii a plusieurs facteurs et limitations de notre montage expérimental. La
longueur du code utilisé, le fonctionnement du générateur de fonction ainsi que le bas taux

d’acquisition sont les principaux facteurs qui peuvent étre mis en cause.
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3.5 Conclusion

La microscopie SRS est un type de microscopie optique non-linéaire en plein essor dont
la détection reste une des difficultés majeures a pallier. L’utilisation du filtre adapté en
microscopie SRS a pour but d’augmenter le SNR du signal détecté pour en extraire le signal
SRS. Une premiere série d’expériences consistait a utiliser une onde carrée comme modulation
du faisceau pompe. Les résultats ont révélé une augmentation de la performance (c’est-a-
dire une augmentation du SNR) par rapport a celles d'un LIA. Augmenter la longueur
de la séquence semble augmenter le SNR a la sortie du filtre adapté et une fréquence de
modulation de 50 kHz dans un contexte expérimental permet d’obtenir le SNR a la sortie
du filtre adapté maximum. Le montage expérimental pose plusieurs limitations qui affecte la
performance du filtre adapté. Le plus important est le taux d’acquisition du systeme dont la
fréquence maximale d’acquisition est de 5 MHz. Ceci nous empéche de moduler le signal SRS
a des fréquences avoisinant le MHz, ce qui diminuerait le bruit produit par le systeme laser

en plus de réduire les performances du filtre adapté en limitant le taux d’échantillonnage.

En vue d’améliorer les performances du filtre adapté en microscopie SRS, une modulation
du faisceau pompe utilisant une technique de codage appelé code de Golay fut utilisée. Celle-
ci a comme fonction d’augmenter le SNR une fois décodée. Les résultats obtenus sont moindre
que ceux impliquant les ondes carrées. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce manque de
performance par rapport aux résultats utilisant les ondes carrées. Premierement, lorsque
programmé pour produire le motif pseudoaléatoire, le générateur de fonction produit un
signal déformé par rapport a celui attendu. Par la suite, le code devrait étre plus long que
10 bits mais le générateur de fonction limite sa longueur. Il est également a noter que le
temps nécessaire pour décoder le signal et obtenir la valeur de I'intensité du signal SRS est

relativement élevé ce qui limite son utilisation en temps réel.

La maniere dont le montage expérimental est construit réduit également l'intensité du
signal SRS produit. En effet, le signal SRS est plus élevé lorsque I'intensité du faisceau dont
nous détectons la modulation est élevée [126]. Pour notre montage, nous détectons le Gain

Raman Stimulée (SRG), qui se trouve a étre la variation de I'intensité du faisceau Stokes,
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dont l'intensité est beaucoup plus faible que celui du faisceau pompe. Ceci est nécessaire
puisque le faisceau Stokes est généré par une fibre a cristal photonique et sa polarisation de
sortie fluctue légerement. Or, la modulation de 'intensité est faite par une cellule de Pockels
qui utilise la polarisation du faisceau laser pour varier son intensité. Nous ne pouvons donc
pas faire varier 'intensité du faisceau Stokes avec la cellule de Pockels de maniere constante.

Il est donc préférable que la modulation du faisceau soit appliquée sur le faisceau pompe.

Bref, le filtre adapté semble étre une technique dont 1'utilisation en microscopie SRS
semble prometteuse. Il reste toutefois plusieurs limitations techniques a régler avant que ceci
soit possible. Plusieurs techniques d’encodage tel que les codes de Golay pourraient mener

a une amélioration du SNR et a de meilleures performances.



Chapitre 4

Microscopie “Stimulated Raman
Scattering” (SRS) multimodale

utilisant ’imagerie spectrale

Ce chapitre traite du montage expérimental construit pour faire de 'imagerie utilisant
la microscopie “Stimulated Raman Scattering” (SRS) comme mécanisme de contraste. Le
montage de microscopie “Coherent Anti-Stokes Raman Scattering” (CARS) actuel dans notre
laboratoire ne nous permet pas d’effectuer de la microscopie SRS puisque le faisceau Stokes
est créé a partir d’une fibre a cristaux photoniques, ce qui produit une trop grande quantité
de bruit pour détecter efficacement le signal SRS. Ainsi, un nouveau systéme laser fut acheté
et le montage optique nécessaire pour faire de la microscopie SRS fut construit a partir de
zéro. Ce montage est toutefois inspiré d’un montage de microscopie SRS similaire qui fut
installé temporairement sur un autre systeéme laser. Ce précédent montage fut utilisé pour
les expériences présentées au chapitre 5 tandis que le montage présenté dans ce chapitre fut

utilisé pour les expériences sur les échantillons minéralogiques présentées chapitre 6.

Ce chapitre est organisé comme suit. Premierement, une description du concept d’ima-
gerie spectrale (“Spectral Focusing”) est introduite. Ensuite, une démarche mathématique

pour calculer la dérive de fréquences (“Chirp”) optimale a appliquer sur les deux faisceaux
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lasers nécessaire pour obtenir la synchronisation en fréquence optimale est présentée. De
plus, des simulations numériques servant a tester les différents parametres des calculs sont
présentées. Ensuite, le montage expérimental est présenté ainsi que le processus de calibra-
tion des spectres SRS. Finalement, puisque le montage expérimental est construit pour étre

utilisé avec un nouveau laser, une caractérisation du systeme laser est présentée.

4.1 Microscopie par imagerie spectrale

La propagation d'une impulsion dans un milieu induit une dérive de fréquences de I'im-
pulsion. Ceci est causé par la dépendance de la fréquence sur I'indice de réfraction, ce qui
cause une variation de la vitesse de propagation des différentes fréquences contenue dans
I'impulsion laser. Ce phénomene a également pour effet d’augmenter la durée de I'impulsion.
La dérive de fréquences peut étre mis a profit pour diminuer la contribution non résonante
du signal CARS produit par un laser femtoseconde en utilisant une approche d’imagerie
spectrale. Puisque la microscopie SRS n’est pas affectée par le signal non résonant causé par
le mélange a quatre ondes, la largeur spectrale des impulsions utilisées n’a pas d’influence
sur le bruit. Toutefois, I’emploi d’un montage utilisant I'imagerie spectrale procure plusieurs

avantages tels que 'ajustement rapide de la fréquence Raman a imager.

L’approche d’imagerie spectrale consiste a induire une dérive de fréquences optimale
(synchronisation en fréquence) sur les faisceaux pompe et Stokes provenant de lasers femto-
secondes pour obtenir une largeur spectrale effective correspondant a des durées d’impulsions
picosecondes [4, 150, 151]. La dérive de fréquences est appliquée en utilisant du verre ayant
une dispersion de vitesse de groupe élevée et la longueur de verre utilisée est soigneusement
choisie de telle sorte que la variation de la dérive de fréquences (variation de la fréquence
centrale instantanée en fonction du temps) est égale pour les faisceaux pompe et Stokes.
Comme imagé a la figure 4.1, ceci permet ainsi d’exciter un intervalle de fréquences Raman
beaucoup plus étroit et, par le fait méme, augmente la résolution. Lorsque la variation de
la dérive de fréquences n’est pas la méme, 'intervalle de fréquences Raman excité est plus

élevé et une augmentation du signal non-résonant est observée. De plus, ce type de montage
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FIGURE 4.1 — Graphique de la fréquence en fonction du temps montrant les faisceaux pompe
(orange) et Stokes (rouge) ainsi que le signal SRS (vert) dans les cas ou (a) le faisceau pompe
n’a pas une dérive de fréquences optimale et la largeur spectrale du signal SRS résultant est
plus large et ou (b) la dérive de fréquences est optimale et le spectre du signal SRS résultant
est étroit.

permet de facilement et rapidement changer le mode Raman imagé en modifiant la posi-
tion temporelle relative des faisceaux pompe et Stokes. En modifiant la position relative des
deux faisceaux, la différence de fréquences centrale instantanée est également modifiée et une
fréquence Raman différente est excitée (voir la figure 4.2). Ce montage permet également
d’effectuer un balayage spectral (“Spectral Scan”) de I’échantillon pour obtenir une mesure
de l'intensité du signal SRS en fonction de la fréquence Raman. L’imagerie spectrale est

d’ailleurs déja utilisé pour I'imagerie de cellules et tissus [26, 101, 181].

4.2 Calcul de la dérive de fréquences optimale

Comme présenté a la section 4.1, le montage expérimental que nous utilisons permet
d’effectuer un balayage spectral des fréquences Raman dans le but d’obtenir un spectre
Raman de I’échantillon analysé. Pour ce faire, une dérive de fréquences est appliquée aux

faisceaux pompe et Stokes et il est possible de modifier la fréquence Raman excitée en



70

™ A (a) (b) (c)

Q, | Q, Y

>

t

FIGURE 4.2 — (a) Graphique de la fréquence en fonction du temps montrant les faisceaux
pompe (orange) et Stokes (rouge) et du signal SRS (vert) pour deux positions relatives dans
le temps des faisceaux pompe et Stokes causant un changement de la fréquence centrale du
signal SRS. (b-¢) Diagrammes de Jablonski du processus SRS dans les cas ou la position
relative des faisceaux pompe et Stokes est modifiée, changeant la fréquence du signal SRS
généré.

modifiant le délai temporel entre les deux faisceaux. Pour obtenir une résolution maximale,

il doit y avoir une synchronisation des fréquences.

4.2.1 Composante électrique

La composante électrique d’une impulsion limitée en largeur de bande (“Transform Li-

mited”) est donnée par:

E(t) = £(¢) exp(—iwot) (4.1)

ol wy est la fréquence centrale et la composante électrique de 1’enveloppe de I'impulsion £(t)

est donnée par:

E(t) = Eexp(—(t/7¢)?). (4.2)
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ou 7¢ est la durée d’une impulsion gaussienne. La pleine largeur & mi-hauteur (FWHM: “Full

Width Half Maximum”) de I'impulsion est donnée par:

T =v2In275. (4.3)

Lorsqu’une dérive de fréquences est appliquée sur une impulsion, I’équation de I’enveloppe

de cette impulsion est donnée par:
E(t) = Eyexp(—(1 +ia)(t/76)?) = Eyexp(—(t/7a)?) exp(ip(t)) (4.4)
ol  est la phase et a est le parametre de la dérive de fréquences. Ce dernier est donné par:
a(L) = 2LK" |78,in (4.5)

ou k" est le terme désignant la dispersion de la vitesse de groupe (GVD: “Group Velocity
Dispersion”) du milieu dispersif, L est la longueur du milieu dispersif et TG, est la longueur
d’une impulsion limitée en largeur de bande. S’il y a augmentation de la dérive de fréquences
appliquée sur I'impulsion, il y a augmentation de la longueur de I'impulsion. Cette longueur

de I'impulsion est liée au parametre de la dérive de fréquences selon la relation suivante:

T¢ = TominV 1+ a? (4.6)
T = TminV 1+ a2 (4.7)

De plus, la bande spectrale de l'impulsion peut étre reliée a la durée de I'impulsion
minimale (c’est-a-dite une impulsion limitée en largeur de bande) en utilisant le produit du

temps et de la largeur spectrale de I'impulsion selon:

Avt > cp. (4.8)
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Dans le cas d’une impulsion gaussienne, cg = 2In2/m =0,441. Il est a noter que par mesure
de simplicité, nous exprimons la bande spectrale en Hz de telle sorte que 2rArv = Aw. Ainsi,

pour une impulsion limitée en largeur de bande:

1 Avr
= 4.9
Toin 2102 (4.9)
et en utilisant la relation de 1’équation 4.3, nous obtenons:
1 A
= =T (4.10)
TGmin V 2In2
Lorsqu’une dérive de fréquences est appliquée, I’équation 4.10 devient:
1 A
— = l (4.11)

¢  V2In2V1+ a2

Pour obtenir une autre formulation de ’enveloppe d’une impulsion affectée par la dérive

de fréquences, nous pouvons inclure I’équation 4.11 a I’équation 4.4 pour obtenir:

(4.12)

£(t) = Esexp (_ (1+ ia)(tWAu)2>

(2 2)(1 + a?)

et la composante électrique total d’une impulsion affectée par la dérive de fréquences est

donnée par:

B , (trAv)? ia(trAv)?
E(t) = & exp(—iwpt) exp (— Om2)(1+ a2)> exp (— Gm2)(1 4 a2)> (4.13)

Le premier terme exponentiel est la fréquence centrale d’oscillation. Le second terme ex-
ponentiel est 'enveloppe de 'impulsion. Le troisieme terme exponentiel est le terme de la

dérive de fréquences, c’est-a-dire la variation de la phase en fonction du temps telle que:

a(tmAv)?

)=~ Gmaa e (4.14)
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4.2.2 Equation d’interaction des champs pompe et Stokes
Domaine du temps

L’équation de la composante électrique d’'un faisceau affecté par une dérive fréquences,
présenté a I’équation 4.13, montre que 'enveloppe de celle-ci est donné par le second terme
exponentiel. Dans le cas d’un faisceau dont aucune dérive de fréquences n’est appliquée, la

composante électrique F,,;, est donnée par:

Epnin(t) = & exp(—iwpt) exp (—W) ) (4.15)

Le signal SRS provient de I'excitation des modes Raman vibrationnels lors de I'interaction de
deux champs électriques lasers, soit les faisceaux pompe et Stokes. La fréquence d’excitation
des modes Raman correspond a la différence entre la fréquence des faisceaux pompe et Stokes:
2 = w, —wg. La composante électrique de l'interaction pompe-Stokes lorsque les impulsions
ne sont pas affectées par la dérive de fréquences (c’est-a-dire limitées en largeur de bande)

est donnée par:

Esrs(t) = Ep(t)E5(t) =€, exp(—i(w, — ws)t)
exp (— (rdor) _ (WAVSV) (4.16)

21n2 21n2

tandis que la composante électrique de l'interaction pompe-Stokes lorsqu’une dérive de fré-

quences est appliquée sur les impulsions est donnée par:

Esns(t) = By(t)E5(t) =€,Es exp(—i(wy — ws)?)

(trAv,)? (trAvg)?
exp (‘ 2In2)(1+a2) (2In2)(1+ a%))
i, (trAuy)? iag(trAvg)?
o (‘ 2m2)(1+a2)  (2Wm2)(1+ a‘é)) )



74

Domaine des fréquences

Pour connaitre la résolution spectrale de 'interaction pompe-Stokes, il est nécessaire d’ap-

pliquer une transformée de Fourier de I'enveloppe du signal SRS donnée par I’équation 4.17.

. . . . PP V2In24/1+a? o .. .. . .
Par souci de simplicité, nous définissons 7¢; = —x,— ou l'indice ¢ correspond soit au
1

faisceau pompe (p) ou Stokes (5). Le spectre de 'enveloppe de Iinteraction pompe-Stokes

est ainsi donné par:

(27 Avsrs)?
F (Esprs(t)) oc exp 4 (iasti) _ Gap+D)
( TGS B TGp )

(QWAVSR5)2(7‘ép + Tg;s)
2 2
s (2 -2) + (&%)

ou ® est la phase du spectre. La résolution spectrale (c’est-a-dire la bande spectrale de

x exp | 1P + (4.18)

l'interaction) est ainsi donnée par:

19}

2 2
4r2 2 (as_ap) +(1+1)
(QWAVSRS)Q . Gp'GS ( és e T ep

= 4.19
41n 2 2+ s (4.19)
N2 : 2
41n 278,785 ((%i — Tépp) + (Tzcs + Tép) )
AVSRS = (420)

w2 (18 + Tis)

Dans le cas spécial ou la variation de la fréquence instantanée (c’est-a-dire la fréquence
porteuse dépendante du temps) des faisceaux pompe et Stokes est la méme en fonction
du temps, c’est-a-dire que les faisceaux ont une dérive de fréquence identique (voir la sec-
tion 4.2.3), le troisieme terme exponentiel de I’équation 4.17 disparait. La transformée de

Fourier devient grandement simplifiée et est donnée par:

—(27TAI/SR5)2

F(Esrs(t)) ox exp (4.21)

2 A2
WAVS

4 w2Av2
(2In2)(1+a2) + (2In2)(1+a%)
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La résolution spectrale est alors donnée par:

(4.22)

(27TAVSRs)2 _ 4 WZAV}% I 7T2AI/§~
4n2  \(2ln2)(1+4+a2) (2In2)(1+a?)

et peut étre réduite en ’équation suivante:

Ap? Av2
Avgrg = |2 P4 S, 4.23
J(Ha; 25 (4.29

L’équation peut étre simplifiée une fois de plus pour obtenir ’équation suivante:

ou Av.g; est présenté a la section 4.2.3.

4.2.3 Dérive de fréquences optimale
Ajuster la fréquence instantanée

Pour obtenir la dérive de fréquences optimale entre les faisceaux pompe et Stokes, la
différence entre la valeur de leurs fréquences instantanées doit rester la méme tout au long
de l'intervalle de temps ou il y a chevauchement des impulsions. La fréquence instantanée
pour les deux faisceaux est donnée par:

dip;(t) '

- (4.25)

w(t) = w; +

La fréquence instantanée en fonction du temps (en omettant la dispersion du troisiéme ordre)
est donnée par une droite (voir la figure 4.3) avec pour origine w;y et une pente qui, selon

I’équation 4.14, est donnée par:

Ldp;(t) 2a;(mAv;)?
t dt  (2In2)(1+a2) (4.26)
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wp(t) = wpo + %t(t)

ws(t) = wgo + L5

LWsRs = wp(t) —ws(t)

A\
\\

>
t

FIGURE 4.3 — Représentation de la fréquence instantanée des faisceaux pompe et Stokes
affectés par une dérive de fréquences lorsqu’ils ont une dérive de fréquence identique ainsi
que la fréquence instantanée du signal SRS issue de l'interaction des faisceaux pompe et
Stokes.

L’indice i = S, p est utilisé pour décrire soit I'impulsion Stokes (S) ou pompe (p). Pour faire
correspondre la dérive de fréquences des deux impulsions, la condition suivante doit étre

suivie:
2a,(TAVy)?  2as(mAvg)? (4.27)
(2In2)(1+a2)  (2In2)(1+a?) ‘

En supposant que la largeur de la bande spectrale de chaque impulsion est connue, il reste
deux inconnues: ag et a,. Pour résoudre 'équation, un des inconnus peut étre défini en lui
attribuant une valeur arbitraire. Nous pouvons également lui attribuer une valeur corres-
pondant au parametre de la dérive de fréquences (a;) calculée a partir de la bande spectrale
effective (Av,g;) d'une longueur d’impulsion (7;) désirée. Il est a noter que la bande spectrale
effective (Av.g;) associée a une longueur d’impulsion (7;) donnée peut étre calculée gréace a
I'équation 4.7 et le parametre de la dérive de fréquences (a;) correspondant peut étre calculé
a l'aide I’équation 4.31. Une fois qu'un des parametres de la dérive de fréquences est défini
(pour les besoins de cette discussion, supposons que a, et définit), le seul inconnu restant

est le parametre de la dérive de fréquences du faisceau Stokes (ag) et 1’équation 4.27 peut
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étre transformée pour obtenir I’équation suivante:
agapAyi —agAvi(1+ af))2 + apAV; = 0. (4.28)

Cette équation peut étre résolu et le parametre de dérive de fréquences est alors donné par:

Avi(1+al) + \/Ayé(l +a2)? — 4a2Av}

QaPAVg

ag = (429)

Il est a noter que les indices désignant les faisceaux pompe et Stokes peuvent étre interchangés
dans le but de calculer le parametre de la dérive de fréquences du faisceau pompe (a,)
en fixant la valeur de parametre de la dérive de fréquences du faisceau Stokes (ag). Pour
déterminer ag avec I’équation 4.29, a, doit étre connue. Pour ce faire, la bande spectrale

effective (Av,g,) doit étre connue, ce qui est présenté a la prochaine section.

Equilibrer la bande spectrale effective

Si les impulsions pompe et Stokes ont une dérive de fréquence identique lorsqu’ils in-
teragissent, le troisiéme terme exponentiel de l'interaction pompe-Stokes de 1’équation 4.17
disparait. L’enveloppe de la composante électrique est ainsi mathématiquement équivalant

a celle d'une impulsion limitée en largeur de bande (voir équation 4.16) de tel sorte que:

exp (—(twyeﬁ)Z> = exp (—( (trAv)” ) (4.30)

(21n2) 2In2)(1 + a?)

Nous trouvons ainsi que la bande spectrale effective (v.g) est donnée par:

Av?

—_— 4.31
1+ a? (4.31)

AVeﬁ =

La plupart des modes de résonance Raman ont une largeur spectrale équivalant a celle d’une
impulsion picoseconde. Ainsi, pour avoir une meilleure résolution spectrale, il est préférable
que la bande spectrale effective de I'impulsion dont une dérive de fréquences est appliquée

soit également de cet ordre de grandeur.
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4.2.4 Simulations

Pour permettre de mieux comprendre 'effet de la dérive de fréquences sur l'interaction
entre les faisceaux pompe et Stokes, des simulations numériques ont été effectuées en va-
riant certains parametres. Ces simulations ne tiennent pas en compte la présence d’un mode
Raman, ils permettent seulement de mieux visualiser I’effet du changement de certains para-
metres sur un champ électrique composé de la différence de fréquences des faisceaux pompe

et Stokes (c’est-a-dire le champ électrique produisant le signal SRS).

Les simulations sont basées sur une impulsion pompe centrée a 800 nm dont la bande
spectrale est de 6,79 nm, ce qui correspond a une impulsion minimale d’environ 150 fs, et
d’une impulsion Stokes centrée a 1040 nm dont la bande spectrale est de 9,5 nm, ce qui
correspond a une impulsion minimale d’environ 150 fs. Ces valeurs sont tirées des caracté-
ristiques du laser utilisé pour effectuer de la microscopie SRS, dont les caractéristiques sont
présentées a la section 4.3.1. Nous supposons que du verre hautement dispersif (SF11) est
utilisé pour induire la dérive de fréquences sur les impulsions pompe et Stokes. A moins
d’avis contraire, une dérive de fréquences est induite sur I'impulsion Stokes pour obtenir une
impulsion de 1,2 ps et la dérive de fréquences sur le faisceau pompe est ajustée en consé-
quence pour que les deux impulsions aient une dérive de fréquence identique, c’est-a-dire

pour que la durée du faisceau pompe soit d’environ 1,5 ps.

(@) (b) (c),
= Dispersé
—— Non-dispersé
0.8 0.8 0.8
- T{ ford
Sos 506 Sos
2 :*% o
= 2 @
504 go4 504
E = =
0.2 02 0.2
0 2%00 2200 2400 2600 2800 3000 3200 0
-2 -1 0 1 2 - -5 0 5

) 1
Nombre d’'onde Vrs (cm™)

Temps (ps) Délais temporel (ps)

FIGURE 4.4 — Résultats de simulations: Parametres de 'intensité et de la fréquence de la
différence de fréquences des faisceaux pompe et Stokes. (a) Profile d’intensité des impulsions
pompe et Stokes dont une dérive de fréquences est induite pour obtenir des longueurs d’im-
pulsions de 1,5 et 1,2 ps respectivement. (b) Spectre de I'interaction des impulsions pompe et
Stokes avec et sans dérive de fréquences au temps ¢ = 0. (¢) Profil d’intensité de I'interaction
des impulsions pompe et Stokes.
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La figure 4.4(a) montre les impulsions pompe et Stokes dont la pleine largeur & mi-hauteur
du profil temporel des impulsions est augmentée par dérive de fréquences pour atteindre
une durée de 1,5 et 1,2 ps respectivement. Lorsque les deux impulsions interagissent pour
exciter un mode Raman, comme présenté a ’équation 4.17, le spectre de la différence de
fréquences est différent selon la dérive de fréquences appliquée sur les impulsions pompe
et Stokes. La figure 4.4(b) montre le spectre de la différence de fréquences des faisceaux
pompe et Stokes dans le cas o une dérive de fréquences est appliquée sur les impulsions et
dans le cas ou la durée de 'impulsion est minimum (c’est-a-dire aucune dérive de fréquences
n’est appliquée). Il est a noter que, dans les deux cas, les impulsions sont synchronisées
temporellement (maximum de I'intensité de I'impulsion au méme moment). Nous remarquons
que, dans le cas ou il y a une dérive de fréquences induite sur I'impulsion, le spectre de la
différence de fréquences est beaucoup plus étroit que lorsqu’il n’y a pas de dérive de fréquences
induite sur les impulsions. Ceci est dii au fait que, pour un temps donné, une plus petite
portion des spectres pompe et Stoke interagissent entre eux, créant un spectre de la différence
de fréquences moins large. Etant donné que les impulsions pompe et Stokes ont une dérive
de fréquence identique (c’est-a-dire la variation de la fréquence instantanée par rapport au
temps est le méme), la différence de fréquences sur toute la durée de I'interaction pompe-
Stokes reste la méme. C’est sur ce principe que se base I'imagerie spectrale ou seulement une
petite portion du spectre Raman est sondé et changer le délai temporel entre les impulsions
pompe et Stokes modifie la fréquence Raman sondée. La figure 4.4(c) montre le profil de
I'intensité de la différence de fréquences des impulsions pompe et Stokes en fonction du délai
temporel entre les deux impulsions. Nous remarquons un profil gaussien de l'intensité en
fonction du temps dont la pleine largeur & mi-hauteur est de quelques picosecondes. Etant
donné la grande variation de l'intensité de l'interaction pompe-Stokes en fonction du délai
temporel, il est possible que la forme de certains modes Raman sondés soit déformée ou que
I'intensité relative entre deux modes Raman acquis durant le méme balayage spectral soit

différente de la valeur réelle de leur intensité relative.

La figure 4.5(a) montre la valeur de la largeur spectrale de 'interaction pompe-Stokes

(tel que le spectre présenté a la figure 4.4(b)) en fonction du délai temporel entre les deux
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FIGURE 4.5 — Résultats de simulations: Parametres de fréquence lors de balayage spectral. (a)
Largeur spectrale de la différence de fréquences des impulsions pompe et Stokes en fonction
du délai temporel entre les deux impulsions pour différentes durées d’impulsions du faisceau
Stokes dans le cas ou les impulsions ont une dérive de fréquence identique. (b) Fréquence
centrale de la différence de fréquences des impulsions pompe et Stokes en fonction du délai
temporel entre les impulsions pour différentes longueurs d’impulsions du faisceau Stokes et
dans le cas ou il n’y a pas de dérive de fréquences appliquée. Il est a noter qu’il y a une
synchronisation en fréquence des impulsions pompe et Stokes.

impulsions. Celles-ci sont calculées pour différentes durées de I'impulsion Stokes, tout en pre-
nant soin que la durée de I'impulsion pompe soit également ajustée pour que les impulsions
pompe et Stokes aient une dérive de fréquence identique. La figure montre que la variation
du délai temporel entre les deux impulsions ne modifie pas la largeur du spectre de I'inter-
action pompe-Stokes et que plus la durée des impulsions est élevée, plus la largeur spectrale
de l'interaction pompe-Stokes est faible (et donc la résolution spectrale est plus élevée). La
figure 4.5(b) montre la fréquence centrale du spectre de 'interaction pompe-Stokes en fonc-
tion du délai temporel entre les deux impulsions. Les données sont présentées pour plusieurs
durées d’impulsions du faisceau Stokes, tout en prenant soin d’ajuster la durée de I'impulsion
du faisceau pompe pour que les deux impulsions aient une dérive de fréquence identique. La
figure montre une variation linéaire de la fréquence centrale en fonction du délai temporel.
Plus la durée des impulsions est élevée, plus la variation de la fréquence en fonction du délai
temporel est élevée. Lorsqu’il n’y a pas de dérive de fréquences induite sur les impulsions, il

n’y a pas de variation de la fréquence lors de la modification du délai temporel.
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FIGURE 4.6 — Résultats de simulations: Parametre de la largeur spectrale en fonction de la
dérive de fréquences. (a) Largeur spectrale de la différence de fréquences entre les impulsions
pompe et Stokes en fonction de la durée de I'impulsion du faisceau pompe 7, pour une durée
de I'impulsion fixe du faisceau Stokes 7¢ =1,2 ps. (b) Largeur spectrale de la différence de
fréquences entre les impulsions pompe et Stokes en fonction de la durée de I'impulsion du
faisceau Stokes 7, pour une durée de I'impulsion fixe du faisceau pompe 7¢ =1,5 ps. Dans le
cas de (a) et (b), la courbe bleue représente le cas ot une dérive de fréquences est appliquée
aux impulsions tandis que la courbe verte représente le cas ou les impulsions sont limitées en
largeur de bande et ont la durée spécifiée (le spectre des impulsions est donc moins large).
(c) Largeur spectrale de la différence de fréquences entre les impulsions pompe et Stokes en
fonction de la durée de 'impulsion du faisceau Stokes dans le cas ou les deux impulsions ont
une dérive de fréquence identique.

Expérimentalement, il peut étre difficile d’obtenir une durée de I'impulsion des faisceaux
pompe et Stokes de tel sorte que leur dérive de fréquence soit identique. Il peut ainsi étre
intéressant de sonder l'effet de la modification de la durée de I'impulsion sur la résolution
spectrale. La figure 4.6(a) montre la résolution spectrale (c’est-a-dire la pleine largeur a mi-
hauteur du spectre de la différence de fréquences entre les faisceaux pompe et Stokes) en
fonction de la durée de I'impulsion du faisceau pompe tout en gardant la durée de I'impulsion
Stokes constante a 1,2 ps. La figure 4.6(b) montre également la largeur spectrale, mais
en fonction de la durée de 'impulsion du faisceau Stokes pour une impulsion du faisceau
pompe d’une durée constante de 1,5 ps. La courbe bleue est le cas ou les impulsions sont
d’une durée d’environs 200 fs a leur durée minimale et une dérive de fréquences est induite,
augmentant la durée de I'impulsion. La courbe verte est le cas ou les impulsions sont limitées
en largeur de bande et la durée de I'impulsion varie en faisant varier la bande spectrale
(mais les impulsions restent limitées en largeur de bande). Nous remarquons que la durée de
I'impulsion qui procure la plus grande résolution spectrale (c’est-a-dire la plus faible largeur

spectrale) correspond a celle ou les deux impulsions ont une dérive de fréquence identique et
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la résolution spectrale diminue lorsqu’une des impulsions a une dérive de fréquences induite
trop ou pas suffisamment élevée par rapport a l'autre. Nous remarquons également que
la résolution minimale en utilisant des impulsions dont une dérive fréquences est induite
est équivalente a la résolution spectrale en utilisant des impulsions de méme durée mais
limitées en largeur de bande. La figure 4.6(c) montre la résolution spectrale en fonction de
la durée de I'impulsion du faisceau pompe dans le cas ou les impulsions pompe et Stokes
ont une dérive de fréquence identique. La figure montre une augmentation flagrante de la
résolution spectrale lorsque la durée de I'impulsion augmente jusqu’a environ 1 ps pour
ensuite augmenter plus lentement. Etant donné que pour augmenter la durée de Pimpulsion,
nous utilisons du verre a haut indice de réfraction, augmenter la durée de I'impulsion du
faisceau Stokes a plus de 1,5 ps n’est probablement pas judicieux. En effet, dans ce cas,
une tres grande quantité de verre serait nécessaire pour induire une dérive de fréquences
et 'augmentation de la résolution spectrale résultante serait peu considérable. De plus, des

effets de dispersion d’ordres supérieurs risquent d’apparaitre.

En conclusion, ces simulations montrent qu’utiliser des impulsions ultracourtes d’environ
150 fs et d’induire une dérive de fréquences permet d’augmenter la résolution spectrale en
diminuant la largeur spectrale de l'interaction pompe-Stokes (c’est-a-dire la différence de
fréquences des faisceaux pompe et Stokes). Ceci est comparable a l'utilisation d’impulsions
picosecondes de méme durée, mais limité en largeur de bande. Changer le délai temporel
entre les impulsions pompe et Stokes permet de changer la fréquence centrale de l'interac-
tion pompe-Stokes sans toutefois modifier la résolution spectrale. Finalement, la durée des
impulsions qui permet d’atteindre la plus grande résolution spectrale est atteinte lorsque
les impulsions pompe et Stokes ont une dérive de fréquence identique et induire une dérive
de fréquences peu ou trop importante sur une impulsion par rapport a I’autre mene a une

diminution de la résolution spectrale.
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4.3 Montage expérimental

Cette section présente les détails techniques concernant le montage expérimental utilisé
pour effectuer de la microscopie SRS. Premiérement, le systeme laser est décrit. Ensuite, le
montage optique et le microscope sont présentés. Finalement, le branchement des différents

appareils électroniques et les logiciels utilisés sont présentés.

4.3.1 Systeme laser

Le laser utilisé pour ce montage expérimental est un laser qui produit des impulsions
ultrabreves et génere deux faisceaux lasers (InSight DS+, Spectra Physics, E—U.). Le premier
faisceau produit des impulsions femtosecondes d’une durée d’environ 150 fs dont la longueur
d’onde centrale est fixée a 1040 nm. Ce faisceau est utilisé comme faisceau Stokes. Le second
faisceau produit des impulsions femtosecondes dont la longueur d’onde centrale est ajustable.
La longueur d’onde centrale peut étre ajustée dans un intervalle de longueur d’onde allant de
680 a 1300 nm. Ce faisceau est utilisé comme faisceau pompe. La longueur d’onde du faisceau
pompe est typiquement ajustée a l'intérieur d'un intervalle de longueur d’onde allant de 790
a 992 nm, ce qui correspond & un intervalle de fréquences Raman allant de 3042 & 465 cm™!.
Les impulsions sont d’'une durée d’environ 180 fs. Une dérive de fréquences est induite sur
les deux impulsions en utilisant des morceaux de verre a haut indice de réfraction (voir

section 4.3.2) pour obtenir des impulsions de durée d’environ 1,1 ps pour le faisceau Stokes

et 1,5 ps pour le faisceau pompe. La caractérisation du laser est présentée a la section 4.5.

4.3.2 Montage optique

Le montage optique utilisé pour ces expériences est présenté a la figure 4.7. L’intensité
des faisceaux pompe et Stokes est ajusté pour chaque faisceau a ’aide d’une lame de demi-
onde (AHWP05M-980, Thorlabs, E.-U.) et d’un séparateur de faisceau polarisant (PBS102,

Thorlabs, E.—U.). Etant donné que la configuration SRL est adoptée pour ces expériences, la
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FIGURE 4.7 — Montage expérimental incluant le montage optique et le montage du micro-
scope: (A/2) Lame demi-onde, (BS) Séparateur de faisceau polariseur, (L) Lentille, (TS)
Platine de translation, (Sh) Obturateur, (D) miroir dichroique, (Pe) Périscope, (G) Miroirs
galvanométriques, (O) Objectif de microscope, (S) Echantillon, (C) Condensateur, (P) Pho-
todiode, (PMT) Tube photomultiplicateur, (F) Filtre.

modulation est appliquée sur le faisceau Stokes. Pour ce faire, nous utilisons une cellule de
Pockels (350-160, Conoptics, E.—U.). Une fréquence de modulation de 1,4 MHz est utilisée.
Devant la cellule de Pockels, deux lentilles (f; = 150 mm, f, = —100 mm) sont utilisées
pour réduire la taille du faisceau Stokes pour que le diametre du faisceau concorde avec la
taille de Dentrée de la cellule de Pockels. A la sortie de la cellule de Pockels, nous obtenons
deux faisceaux lasers: un faisceau dont la polarisation horizontale est parallele a celle du
faisceau pompe (que nous appelons faisceau paralléle) et le second dont la polarisation verti-
cale est perpendiculaire au faisceau pompe (que nous appelons faisceau perpendiculaire). Un
obturateur est placé dans le trajet du faisceau perpendiculaire pour permettre de sélection-
ner la configuration de modulation de 'amplitude (AM) (faisceau perpendiculaire bloqué)
ou la configuration de modulation de la polarisation (PM) (faisceau perpendiculaire libre).
Pour plus de détails sur la microscopie SRS par modulation de la polarisation, se référer au
chapitre 5. Ces deux faisceaux sont combinés a 'aide d’'un séparateur de faisceau polarisant
(PBS252, Thorlabs, E.-U.) pour former le faisceau Stokes dont 1’amplitude (configuration
AM) ou la polarisation (configuration PM) est modulée selon une fréquence de modulation
de 1,4 MHz (voir la figure 5.3 pour une représentation visuelle des configurations AM et
PM). Une lame demi-onde est placée dans le trajet du faisceau parallele pour permettre, en

combinaison avec le séparateur de faisceau polarisant, de contrdler 'intensité du faisceau pa-
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rallele par rapport au faisceau perpendiculaire. La divergence des faisceaux pompe et Stokes
est controlée a 'aide de deux lentilles dont la distance les séparant peut étre variée pour un
ajustement fin de la divergence. Une lame demi-onde est placée dans le trajet du faisceau
pompe pour un ajustement fin de la polarisation entre les faisceaux pompe et Stokes dans
I’éventualité ou certaines optiques changent la polarisation ou que 1’échantillon induise de la
biréfringence. Les faisceaux Stokes et pompe sont combinés a ’aide d’un miroir dichroique
(ZT1040dmbp, Chroma, E.-U.). Le délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes est
controlé a l'aide d’une platine de translation (ILS200CC, Newport, E.—U.) placée dans le
trajet du faisceau pompe. Une dérive de fréquences est également induite sur les deux impul-
sions en utilisant du verre a haut indice de réfraction (SF11). Une longueur de 85 cm de verre
est placée dans le trajet du faisceau Stokes et une longueur de 60 cm de verre est utilisée
pour le faisceau pompe. Les faisceaux sont ensuite envoyés dans un microscope inversé dont

les caractéristiques sont présentées a la section 4.3.3.

4.3.3 Microscope

Comme présenté a la figure 4.7, les faisceaux pompe et Stokes sont envoyés dans un mi-
croscope inversé (IX-71, Olympus, Japon). Des miroirs galvanométriques sont utilisés pour
balayer le faisceau sur 1’échantillon pour créer une image. Les faisceaux sont focalisés sur
I’échantillon a 1’aide d’un objectif de microscope (UPlanSapo, 20x, NA 0.75, Olympus, Ja-
pon). Le faisceau pompe est collecté dans la direction forward a 1'aide d'un objectif de
microscope (LUMPlanFI/IR, 40x, NA 0.8w, Olympus, Japon) et est ensuite détecté par
une photodiode (FDS10X10, Thorlabs, E.-U.). Devant la photodiode, deux filtres (FF02-
850/310-25, Semrock, E.-U. et 1064-71 NF, Iridian, Canada) sont utilisés pour bloquer les
faisceaux autres que le faisceau pompe. Les signaux de fluorescence a deux photons (TPF) et
de seconde harmonique (SHG) sont collectés dans la direction backward. Nous considérons
que la quantité de lumiere de seconde harmonique réfléchie par ’échantillon et les optiques
présents dans la direction forward nous permettra d’obtenir un signal de SHG suffisamment
élevé pour bien analyser les échantillons présentés dans cette these. Un miroir dichroique

dirige le signal de SHG et de TPF (720DCXXR, Chroma, E.-U.) & travers un filtre (750SP,
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Chroma, E.-U.). Un second miroir dichroique (540DCXR, Chroma, E.-U.) sépare le signal
de SHG et le signal de TPF pour qu’ils soient détectés par une PMT individuellement.
Pour éviter le bruit provenant des autres faisceaux, un filtre est placé devant chaque PMT
pour sélectionner les longueurs d’onde appropriés (BP520/10, Chroma, E.-U. pour la SHG
et BP HQ630/140, Chroma, E.-U. pour la TPF). Finalement, la position de I’échantillon est

controlée a 'aide d’une platine de translation a 3 axes.

La collecte du signal dans la direction forward est délicate a effectuer. En effet, certains
effets non-linéaires tels que la modulation de phase croisée et la lentille thermique peuvent
étre faussement interprétés comme un signal SRS si la collecte du signal n’est pas optimale.
Ces effets, comme présentés a la section 5.4, modifient 'indice de réfraction percu par le
faisceau pompe dans 1’échantillon et modifie ainsi ’angle de divergence du faisceau pompe
a la sortie de I’échantillon. Ce changement de divergence peut étre percu soit par un gain
ou une perte (voir figure 5.2). Pour cette raison, plusieurs précautions ont été prises pour
optimiser la collection du faisceau pompe. Ainsi, la surface de la photodiode est trés grande
(1 cm?) pour permettre a la totalité du faisceau d’étre collecté. Egalement, la photodiode est
placée le plus pres possible de ’échantillon et la hauteur de I'objectif qui collecte le signal
SRS est ajustée soigneusement pour optimiser la collecte du faisceau pompe. Finalement,
I'ouverture numérique de 1'objectif servant a la collecte du faisceau pompe est plus élevée
(0,8 NA) que l'objectif servant a focaliser les faisceaux pompe et Stokes (0,75 NA) pour

s’assurer que la totalité du faisceau pompe soit collecté.

4.3.4 Electronique

Un aspect tres important a considérer lorsque nous faisons de 'imagerie en utilisant la
microscopie SRS est la configuration du systeme électronique. En effet, une grande partie du
bruit qui peut diminuer la sensibilité de détection de notre systeme provient du bruit élec-
tronique. Les différents appareils nécessaires pour faire fonctionner le systeme de microscopie

sont présentés dans cette section.



Chapitre 4. Microscopie SRS multimodale utilisant 'imagerie spectrale 87

i 1 1 1
i ! ! :
. ! .

i Microscope i i Table optique
i | | |
] ! , Amplificateur o ' H
1 . ! Pré- N Générateur de 1 Cellule de 1
I Photodiode L > . > adétection |« ; I |
I 1 Amplificateur fonction I Pockels i
| : synchrone i i
1 i 1 1
] I XetY I I
i I y ety : :
: Platine de ! < Carte : . :
1 : H R - \ L . 1 Platine de i
I translaiton xyz <€— Contrdleur d'acquisition/ > Contrdleur T ranslation (x2) 1
i ides échantillons| ! Ordinateur H !
I i I I
: i (SHG : :
! : et Fluo) ! !
i Tube Photo- ! ] H
1 - 1 > Contrbleur +—> Obturateur 1
I multiplicateur H H 1
: I : :

1
I i 1 1
I i 1 1
! 5
1 Miroirs :
] Galvano-  f«—1
i métriques !
l :
! 1
! ]

FIGURE 4.8 — Schéma du systeme électronique utilisé pour faire 'acquisition d’images avec
la microscopie SRS.

La figure 4.8 présente le schéma des différents appareils électroniques utilisés pour les
expériences. La photodiode utilisée pour acquérir le signal SRS est alimentée en courant a
I’aide d’un bloc d’alimentation et une polarité inverse de 50 V est appliquée pour augmenter le
temps de réponse. Le signal provenant de la photodiode est envoyé dans un pré-amplificateur
(DHPCA-100, Femto Messtecknik GmgH, Allemagne) pour étre amplifié d’un facteur 1000.
Le signal de sortie est ensuite envoyé dans un amplificateur a détection synchrone. Ce dernier
acquiert le signal provenant du pré-amplificateur et extrait le signal SRS dont la fréquence
d’oscillation correspond a une fréquence de référence. Ce signal de référence provient d’un
générateur de fonction (DS345, Stanford Research System, E.—U.) qui génere une onde carrée
a une fréquence de 1,4 MHz. L’onde carrée est envoyée dans une cellule de Pockels qui est
utilisée pour moduler le faisceau Stokes et la référence externe du générateur de fonction
est envoyée a I'amplificateur a détection synchrone pour étre utilisée comme fréquence de

référence.
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Pour la durée des expériences, une résistance de 50 2 est utilisée a l'entrée de 'am-
plificateur a détection synchrone et l'intervalle de voltage est ajusté au minimum possible
sans surcharger 'appareil (typiquement 200 mV). La sortie de l'amplificateur & détection
synchrone peut étre affichée selon 4 canaux différents: X, Y, R et 6. Le canal R représente
I’amplitude du signal, peu importe la phase 6 de celle-ci tandis que les canaux X et Y re-
présentent la projection orthogonale du canal R et sont déphasés de 90° I'un par rapport a

Pautre. Ainsi, les différents canaux sont reliés selon les équations suivantes:

R=vX24+Y? (4.32)
X = Rcos? (4.33)
Y = Rsinf (4.34)

Pour la durée de nos expériences, le canal X est utilisé pour afficher le signal SRS pour
lequel la phase 6 est ajustée pour maximiser le signal. Le canal Y est parfois utilisé pour
détecter des signaux complémentaires tels que le signal de lentille thermique, qui est déphasée
par rapport au signal SRS sous certaines conditions. Une constante de temps de 20 us est
utilisée pour 'acquisition du signal SRS et la sortie du signal est amplifiée selon une échelle

se situant entre 2 et 10 kV/V.

Le signal de sortie de 'amplificateur a détection synchrone est envoyé vers une carte
d’acquisition pour ensuite étre envoyé a l'ordinateur. De méme, les signaux de SHG et de
TPF détectés par les PMT sont également envoyés vers cette méme carte d’acquisition. L’or-
dinateur est également utilisé pour controler la platine de translation utilisée pour changer le
délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes. Cette platine de translation est également

utilisée pour effectuer les balayages spectraux.

4.3.5 Acquisition et traitement des images

Les images sont acquises a 'aide du programme Scan Image [155] qui fonctionne a I'aide

du logiciel Matlab. Scan Image est utilisé pour le fonctionnement des miroirs galvanomé-
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triques, l'acquisition des images ainsi que la position de la platine de translation a 3 axes
qui détermine la position de I’échantillon. Plusieurs parametres tels que la taille de la ré-
gion imagée, la position de I’échantillon, le nombre de canaux acquis ainsi que le nombre
d’images par scans sont contrélés par ce programme. Le voltage des PMT ainsi que la platine
de translation qui controle le délai entre les faisceaux pompe et Stokes sont controlés par
des programmes construits sur Labview. Ce dernier programme détermine ainsi la position
initiale et finale en plus de la vitesse de la platine de translation lors des balayages spectraux,
déterminant ainsi la résolution du balayage spectral. L’amplificateur a détection synchrone,
quant a lui, est controlé a I'aide d’un logiciel fourni par le fabricant. Un interface graphique
maison fut également programmé sur Matlab et permet de controler le laser et la platine de
translation servant a contréler le délai temporel du faisceau pompe. Ce programme permet
d’automatiser 'acquisition de plusieurs balayages spectrales a plusieurs longueurs d’onde
dans le but d’obtenir un large spectre SRS composé de plusieurs de ces balayages spectrales

mis bout & bout.

Les spectres SRS sont construits en faisant ’acquisition d’images SRS tout en variant
lentement la position de la platine de translation du faisceau pompe. Varier la position de
la platine de translation change par le fait méme la fréquence Raman excitée. Pour chaque
image, l'intensité du signal SRS a la région d’intérét est mesurée et ces mesures sont utilisées
pour construire le spectre SRS ou chaque image correspond a l'intensité du signal pour une
position de la platine de translation qui, a son tour, correspond a une fréquence Raman.
Un graphique de l'intensité en fonction de la fréquence Raman peut donc étre construit.
La calibration des spectres SRS permettant de connaitre la relation entre la position de la

platine de translation et la fréquence Raman est présentée a la section 4.4.

La grande majorité du temps, les images sont traitées a 1’aide du logiciel Image J (Fiji).
Plus précisément, les images en 3 dimensions sont construites a I'aide du module d’extension
3D viewer. Les spectres SRS acquis a ’aide du balayage spectral sont générés a 1’aide d’une

interface graphique maison construite sur Matlab.
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4.4 Calibration de I’imagerie spectrale

Comme expliquée précédemment, l'acquisition de spectres SRS est faite en changeant
le délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes. Ceci permet de faire I'acquisition
de spectres SRS dans un certain intervalle de longueurs d’onde. Toutefois, a I’état brut,
les spectres sont présentés en fonction du délai temporel entre les deux faisceaux lasers
(plus précisément, en fonction de la position de la platine de translation en modifiant le
délai temporel du faisceau pompe). Il est ainsi nécessaire de faire une calibration du signal
SRS pour obtenir une relation entre la position de la platine de translation et la fréquence

correspondante dans le spectre Raman.

Sur I’ancien montage expérimental utilisé dans le laboratoire pour faire de la microscopie
CARS, la technique utilisée pour calibrer le signal est de recueillir le signal du mélange a
quatre ondes de 'astaxanthine. Cette molécule produit un fort signal de mélange a quatre
ondes dont la longueur d’onde est la méme que le signal CARS. Ce signal est suffisamment
intense pour étre collecté a I'aide d’un spectrometre. Il est a noter que, pour ce montage, le
faisceau pompe provient d’un laser Titane:Saphir et le faisceau Stokes est généré en envoyant
une partie du faisceau laser dans une fibre a cristaux photoniques. Le spectre du faisceau
Stokes est ainsi tres large par rapport a celui du faisceau pompe. Nous pouvons ainsi supposer
que la longueur d’onde du faisceau pompe servant a générer le mélange a quatre ondes
reste constante et changer le délai temporel entre les deux impulsions change seulement la
fréquence centrale du faisceau Stokes qui interagit avec le faisceau pompe. Il est possible
de retrouver la fréquence Raman en soustrayant la fréquence du mélange a quatre ondes
collectée par le spectrometre et la fréquence du faisceau pompe (€2 = wpwy —w,). En faisant
I’acquisition des fréquences du mélange a quatre ondes pour plusieurs positions de la platine
de translation, il est possible d’obtenir une relation assez précise de la fréquence Raman en

fonction de la position de la platine de translation.

Dans le montage SRS présenté dans ce chapitre, utiliser ce type de calibration donne
des résultats beaucoup moins précis. Premierement, puisque la largeur spectrale des fais-

ceaux pompe et Stokes est semblable, nous ne pouvons pas supposer qu’une des longueurs
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d’onde reste constante. Ainsi, lorsque la position de la platine de translation est modifiée, la
longueur d’onde centrale des faisceaux pompe et Stokes produisant le signal de mélange a
quatre ondes change également. Il est donc nécessaire de faire certaines approximations pour
obtenir la calibration de la fréquence Raman et le résultat est souvent inexact de plusieurs
nombres d’ondes (cm™!). Deuxiémement, avec ce montage expérimental, 'obtention d’un
large spectre SRS est possible en faisant 'acquisition de plusieurs balayages spectraux a plu-
sieurs longueurs d’onde du faisceau pompe. En effet, pour une longueur d’onde du faisceau
pompe donnée, nous pouvons faire 1’acquisition d’un spectre SRS dans un intervalle d’envi-
rons 150 cm ™!, Les différents balayages spectraux sont ainsi mis bout & bout pour obtenir
un spectre SRS avec un intervalle de fréquences plus large. Une calibration des fréquences
Raman est ainsi nécessaire pour toutes les longueurs d’onde utilisées, ce qui est un processus
qui peut prendre plusieurs dizaines de minutes, voir plusieurs heures. Devant 'inexactitude
et le temps nécessaire pour faire le processus de calibration, une méthode alternative pour

effectuer la calibration des fréquences Raman est souhaitée.

Une méthode possible pour effectuer la calibration des fréquences Raman est de faire
I’acquisition du spectre SRS d’un échantillon connu ayant deux modes de résonance Raman
dans l'intervalle d'un balayage spectral, c’est-a-dire dans un intervalle d’environ 150 cm™?.
De ces deux modes Raman connus, il est ainsi possible de calculer la relation entre la position

de la platine de translation et la fréquence Raman. Cette relation est donnée par:

wn = a - pos+b (4.35)

ol wn est la fréquence en cm™!, pos est la position de la platine de translation et a et b
sont les coefficients de la droite reliant ces deux quantités. Pour un balayage spectral donné,
si deux modes de résonances Raman dont les nombres d’ondes sont connus (désignés par
wny et wny) sont visibles dans le spectre, nous pouvons retrouver la position de la platine de
translation lors de 'excitation de ces modes (que nous désignons pos; et pos,) en connaissant

la position de départ et d’arrivée du balayage spectral. Les coefficients de la droite peuvent
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ainsi étre calculés selon:

wWny — WN
a=——" (4.36)
posy — pos

b= wny — a- pos,. (4.37)

Deux régions principales du spectre Raman sont utilisées pour ces études et ont besoin
d’8tre calibrées: la région des “fingerprints” (< 1600 cm™!) et la région des modes CH (2800 —
3100 cm™!). Pour faire 'acquisition d'une de ces régions, plusieurs balayages spectraux sont
nécessaires: habituellement quatre balayages spectraux sont utilisés pour la région CH et
entre 8 et 12 balayages spectraux sont nécessaires pour la région des “fingerprints”. Les
échantillons utilisés pour la calibration doivent avoir suffisamment de modes de résonance
Raman dans la région étudiée pour que chaque balayage spectral utilisé pour reconstruire
le spectre SRS puisse détecter au moins deux modes de résonance. Dans la région CH,
nous avons choisi d’utiliser I’Octadécene pour faire la calibration puisqu’il posseéde quatre
modes de résonances distincts dans cet intervalle de fréquence. Le spectre normalisé de
I’Octadécene utilisant quatre longueurs d’onde du faisceau pompe est présenté a la figure 4.9.

La figure 4.9(a) montre les spectres SRS sans calibration de I'intensité du signal SRS (voir le
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FIGURE 4.9 — Calibration de la région CH du spectre Raman avec de I’Octadéceéne. (a)
Spectres SRS sans la calibration de l'intensité ou les spectres SRS acquis sont déformés par
la dépendance du délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes. La longueur d’onde
centrale du faisceau pompe est de 791 (noir), 796 (rouge), 801 (vert) et 805 nm (bleu). (b)
Spectres SRS avec la calibration de I'intensité ou les différents modes de résonances Raman
sont bien visibles. La longueur d’onde centrale du faisceau pompe est de 791 (noir), 796
(rouge), 801 (vert) et 805 nm (bleu). (c) Spectres SRS présentés en (b) mis bout a bout pour

former un spectre SRS dont la gamme spectrale est de plus de 300 cm™!.
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dernier paragraphe de cette section), la figure 4.9(b) montre les spectres SRS ou l'intensité
est calibrée et les différents modes de résonance Raman de 1’Octadécene sont bien visibles.
La figure 4.9(c) montre la moyenne des spectres SRS de la figure 4.9(b), montrant le spectre

SRS sur un intervalle de plus de 300 cm ™.

Pour la région des “fingerprints”, nous avons choisi d’utiliser du 4-acetamidophenol (molé-
cule utilisée dans les Tylenol). Le spectre Raman de cette molécule est composé d'un nombre

L et est utilisé comme stan-

tres élevé de modes de résonance Raman entre 0 et 1650 cm™
dard de calibration des spectrometres Raman [122]. La figure 4.10 montre le spectre SRS du
4-acetamidophenol acquis avec notre microscope. La figure 4.10(a) montre les spectres SRS
provenant de 8 longueurs d’onde du faisceau pompe différentes tandis que la figure 4.10(b)
montre la combinaison de ces spectres, révélant un spectre SRS sur un intervalle de plus de
900 cm~!. Etant donné qu’au moins deux modes de résonance Raman sont présents dans
chaque spectre SRS, il est ainsi possible de calibrer les fréquences des spectres SRS acquis
dans tout l'intervalle des “fingerprints” en utilisant seulement du 4-acetamidophenol. Il est a
noter que dans I'intervalle entre 900 et 1100 cm ™! se trouvent des modes de résonance Raman

qui sont tres faibles. Il est donc nécessaire d’utiliser des puissances relativement élevées des

faisceaux lasers pour les détecter correctement.

Un autre élément qui est important de considérer lorsque nous faisons ’acquisition de
spectres SRS est la dépendance du délai temporel sur l'intensité du signal SRS. En effet,
puisque les faisceaux pompe et Stokes ont des durées de quelques picosecondes, I'intensité
de la corrélation croisée de ces deux faisceaux forme une gaussienne. Ainsi, en faisant I'ac-
quisition de spectres SRS, changer le délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes
mene également a la modification de I'intensité de 'interaction des faisceaux. Ceci déforme
le spectre SRS acquis, comme présenté a la figure 4.9(a). Pour résoudre ce probléme, nous
faisons également 'acquisition du signal de TPF de la fluorescéine en fonction du délai tem-
porel entre les faisceaux pompe et Stokes. La dépendance du délai temporel sur 'intensité
du signal de TPF est semblablement la méme que celle de la corrélation croisée entre les

faisceaux pompe et Stokes. En divisant le signal SRS par le signal de fluorescence, nous ob-
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Fi1GURE 4.10 — Calibration de la région des “fingerprints” en utilisant du 4-acetamidophenol.
(a) Spectres SRS dont l'intensité est calibrée ou les différents modes de résonances Raman
sont bien visibles. La longueur d’onde centrale du faisceau pompe est de 892 (noir), 900
(rouge), 908 (vert), 916 (bleu), 924 (cyan), 933 (rose), 942 (violet) et 951 nm (orange). (b)
Spectres SRS présentés en (a) mis bout a bout pour former un spectre SRS dont la gamme
spectrale est de plus de 900 cm ™!,

tenons un spectre SRS dont I'intensité est normalisée et dont les modes de résonance Raman

sont mieux visibles (voir figure 4.9(b)).

4.5 Caractérisation du laser

Les faisceaux pompe et Stokes provient d’un laser nouvellement acheté et installé dans
le laboratoire et ainsi, une caractérisation de ses performances est nécessaire. Ces données
ont été acquises peu de temps apres la réception du laser et peuvent avoir changé au fil du
temps. La plupart de ces données ont été acquises pour le faisceau dont la longueur d’onde

est variable (que nous utilisons comme faisceau pompe).

La figure 4.11(a) montre la puissance du faisceau variable en fonction de la longueur
d’onde, ou la puissance varie entre 800 et 1600 mW. La puissance maximale se situe a la
longueur d’onde de 900 nm. La polarisation du faisceau de sortie est linéaire et horizontale,

selon les caractéristiques du fabricant. Pour confirmer cela, nous avons utilisé un séparateur
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FIGURE 4.11 - Caractérisation de la puissance du laser. (a) Puissance du faisceau ajustable
en fonction de la longueur d’onde. (b) Puissance du faisceau ajustable en fonction de la
longueur d’onde pour les polarisations horizontale et verticale. Les mesures de polarisation
furent effectuées a I'aide d’un séparateur de faisceau polariseur. (c¢) Puissance du faisceau
ajustable & 800 nm en fonction du temps au démarrage du laser. (d) Position de la platine
de translation en fonction de la longueur d’onde du faisceau pompe lorsque les impulsions
pompe et Stokes se chevauchent.

de faisceau polariseur et nous avons vérifié la puissance pour chaque faisceau a la sortie du
séparateur de faisceau (un faisceau est polarisé horizontalement et le second verticalement).
Les résultats sont présentés a la figure 4.11(b) et montrent que la polarisation est effective-
ment horizontale. Il est a noter que I'augmentation de l'intensité pour le faisceau polarisé
verticalement a des longueurs d’onde au-dela de 1000 nm peut étre due a un revétement
antiréfléchissant inadéquat sur le séparateur de faisceau polariseur (le revétement antiréflé-
chissant est congu pour un intervalle se situant entre 620 a 1000 nm). La figure 4.11(c) montre

la puissance du faisceau variable a une longueur d’onde de 800 nm en fonction du temps a
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Iouverture du laser. Ainsi, quelques minutes apres I'ouverture, la puissance est maximale a

1180 mW pour ensuite se stabiliser a une puissance d’environ 1090 mW.
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FIGURE 4.12 — Caractérisation de la durée de I'impulsion laser. (a) Durée de l'impulsion
en fonction de la longueur d’onde sans ajustement du systéeme de compensation du laser
variable et durée théorique d'une impulsion limitée en largeur de bande en se basant sur sa
largeur spectrale. (b) Largeur spectrale du laser en fonction de la longueur d’onde. (¢) Durée
de 'impulsion en fonction de la longueur d’onde pour différentes positions d’ajustement de
la compensation de la dérive de fréquences du laser. Bleu: limite supérieure de 'intervalle
de compensation interne du laser induisant la dérive de fréquences positive maximale. Vert:
position du systeme de compensation interne du laser produisant les impulsions lasers les
plus breves possible. Rouge: position par défaut du systeme de compensation interne du
laser. Cyan: limite inférieure du systéme de compensation interne du laser induisant la dé-
rive de fréquences négative maximale. (d) Longueur de verre nécessaire pour obtenir une
synchronisation en fréquence des impulsions pompe et Stokes pour une impulsion Stokes de
1,2 ps ainsi que les limites supérieures (vert) et inférieures (rouge) du systéeme de compen-
sation interne du laser considérant que 60 cm de verre est initialement placé dans le trajet
du faisceau pompe.
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La durée de I'impulsion est également analysée. La figure 4.12(a) montre la durée de
I'impulsion laser en fonction de la longueur d’onde mesurée a l’aide d'un autocorrélateur
d’intensité. Il montre également la durée minimale théorique de la durée d’une impulsion
limitée en largeur de bande calculée a partir de la largeur spectrale du faisceau laser pour
les différentes longueurs d’onde (voir figure 4.12(b) pour les différentes largeurs spectrales).
Le systeme laser inclut un systeme interne de compensation de la dispersion qui permet
d’appliquer une dérive de fréquences positive ou négative sur 'impulsion laser. Ainsi, modifier
la position d’une platine de translation a l'intérieur du systeme laser permet également de
modifier la durée de I'impulsion en appliquant une dérive de fréquences positive ou négative.
La figure 4.12(c) montre la durée de I'impulsion du faisceau laser variable en fonction de
la longueur d’onde et ce, pour plusieurs positions du systeme de compensation de la dérive
de fréquences. La courbe bleue est a la position maximale de la platine de translation ou la
dérive de fréquences positive maximale est appliquée. La courbe verte est a la position ou
la durée de I'impulsion est minimale. Il est a noter que pour les longueurs d’onde entre 680
et 800 nm, la position de la platine de translation ou I'impulsion est d’'une durée minimale
correspond également a la position maximale de la platine de translation puisqu’une dérive
de fréquences positive plus élevée serait nécessaire pour atteindre la durée minimale de
I'impulsion. La courbe rouge correspond a la durée de I'impulsion selon la position par
défaut de la platine de translation du systéme de compensation. La courbe cyan correspond
a la durée de I'impulsion a la position minimale du systeme de compensation ou la dérive de
fréquences positive minimal (ou la dérive de fréquences négative maximale) est appliquée. Il
est a noter que dans les cas des courbes rouge et cyan, une dérive de fréquences négative est
appliquée a 'impulsion laser. Ajouter du verre pour lequel la dispersion de vitesse de groupe
est positive (comme c’est le cas pour la plupart des types de verre dans le proche infrarouge)
réduirait la durée de I'impulsion. C’est une chose qui doit nécessairement étre considérée

dans le calcul de la longueur de verre nécessaire pour obtenir la durée d’impulsion requise.

A cause du systéme de compensation interne de la dérive de fréquences, lorsque la lon-
gueur d’onde est modifiée, le délai temporel entre les impulsions du laser variable et du

laser a 1040 nm change également. Ainsi, nous avons installé une platine de translation dans



98

le trajet du faisceau variable et nous avons mesuré la position de la platine de translation
lorsque les impulsions des deux laser se chevauchent pour différentes longueurs d’onde. Les
résultats sont présentés a la figure 4.11(d). La forme de la courbe correspond a celle pré-
sentée par le logiciel controlant le laser montrant la position de la platine de translation
du systeme de compensation interne de la dérive de fréquences en fonction de la longueur
d’onde. Ainsi, ce systeme modifie le délai temporel entre le faisceau variable et le faisceau
a 1040 nm. Changer la dérive de fréquences du faisceau variable pour une longueur d’onde
donnée modifie également le délai temporel entre les deux impulsions. Pour cette raison, une
platine de translation dont la distance de parcours maximale est de 200 mm est placée dans
le trajet du faisceau variable pour permettre un ajustement de la synchronisation temporel

du faisceau variable et du faisceau a 1040 nm lorsque la longueur d’onde est modifiée.

Puisque le systeme de compensation interne permet de modifier la durée de I'impulsion,
pour chaque longueur d’onde, il est possible d’ajuster la magnitude de la dérive de fréquences
appliquée pour maximiser la synchronisation en fréquence des faisceaux pompe et Stokes.
La figure 4.12(d) montre la quantité de verre nécessaire calculée (courbe bleue) pour obtenir
une synchronisation en fréquence entre le faisceau ajustable et celui & 1040 nm. Elles ont
été calculées en supposant une durée d’impulsion du faisceau a 1040 nm de 1,2 ps et en
se basant sur les données mesurées de la durée de I'impulsion et de la bande spectrale
du faisceau ajustable (voir les figures 4.12(b) et (c¢)). La quantité de verre nécessaire dans
I'intervalle se situant entre 790 & 1000 nm (qui est l'intervalle de longueurs d’onde utile
pour nos applications) varie entre ~ 55 cm a ~ 75 cm. Puisqu’il ne serait pas pratique de
changer la quantité de verre du montage optique chaque fois que la longueur d’onde est
modifiée, nous utilisons le systeme de compensation de la dérive de fréquences interne du
laser. En utilisant les valeurs de la durée des impulsions présentées a la figure 4.12(c), il
est possible de convertir la durée des impulsions pour les différentes positions du systeme
de compensation en longueur de verre (SF11) effective ajoutée dans le trajet laser. Ceci
nous permet de connaitre les quantités effectives de verre maximale et minimale qu’il est
possible de modifier par le systeme de compensation interne du laser. En implantant une

quantité de verre initiale de 60 cm, les limites maximale et minimale d’ajustement par le
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systéeme de compensation sont présentées a la figure 4.12(d) par les courbes verte et rouge
respectivement. Il est ainsi théoriquement possible de faire une synchronisation en fréquence
du faisceau ajustable et du faisceau a 1040 nm pour intervalle de longueurs d’onde utilisé

pour faire de la microscopie SRS.

Longueur d’onde | Intensité moyenne | Ecart-type
(nm) (mV) (nV)
750 14.05 189
800 14.33 144
900 6.57 119
1000 22.47 142

Tableau 4.1 — Stabilité de la puissance du signal de la somme de fréquences entre le fais-
ceau ajustable et le faisceau a 1040 nm. La longueur d’onde présentée est celle du faisceau
ajustable. L’intensité moyenne et I’écart-type sont mesurés a ’aide d’une photodiode et d’un
oscilloscope en utilisant plus de 6000 mesures.

Un parametre tres important a considérer lorsque nous faisons de la microscopie SRS
est la stabilité du chevauchement temporel entre les faisceaux pompe et Stokes. S’il y a une
fluctuation de la synchronisation temporelle entre les deux impulsions, que ce soit par une
modification de la longueur de la cavité laser ou tout autre facteur, l'intensité du signal
peut varier en plus de, potentiellement, modifier la fréquence Raman sondée (rappelons que
notre montage expérimental utilise le principe d’imagerie spectrale pour changer la fréquence
Raman sondée). Egalement, si l'intensité des impulsions varie, ceci peut se traduire par une
variation de l'intensité du signal SRS. Pour vérifier que ceci ne soit pas un probléme, nous
avons mesuré la variation de l'intensité de la somme de fréquences du faisceau ajustable et
du faisceau a 1040 nm dans un cristal béta-borate de baryum (BBO). Le signal de la somme
de fréquences entre les deux faisceaux est acquis a ’aide d’une photodiode et est envoyé dans
un oscilloscope. La valeur de I'intensité de I'impulsion est ainsi mesurée et, en utilisant plus
de 6000 mesures, la valeur moyenne de l'intensité ainsi que 1’écart-type sont calculés. Les
résultats sont présentés au tableau 4.1. Nous remarquons ainsi que 1’écart-type est d’environ

1 % de l'intensité du laser, ce qui devrait étre convenable pour I'application actuelle.

Dans le but de savoir si le bruit provenant du laser risque d’affecter les mesures et dans le

but de connaitre la fréquence de modulation optimale du faisceau Stokes, le bruit en fonction
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FIGURE 4.13 — Bruit mesuré du laser par le systéme de détection synchrone pour un intervalle
de (a) 2 kHz a 12 MHz, (b) 1 MHz a 12 MHz et (¢) 78 MHz & 82 MHz. (d) Intensité du
signal SRS en fonction de la position latérale dans un échantillon a plusieurs fréquences de
modulation ou, a gauche, se trouve du méthanol et, a droite, se trouve une bulle d’air. La
sous-figure montre une image type utilisée pour produire le graphique et le rectangle rouge
montre la région de la figure utilisée pour produire la courbe de profil. La barre d’échelle est
de 50 pum.

de la fréquence fut mesuré. Les résultats sont présentés a la figure 4.13. Le signal fut acquis
a I'aide d'une photodiode et envoyé dans I'amplificateur a détection synchrone. La fonction
“sweep” de 'amplificateur a détection synchrone fut utilisée pour mesurer le bruit en fonction
de la fréquence. Les graphiques de la figure 4.13 montrent le bruit pour différentes longueurs
d’onde du faisceau ajustable, pour le faisceau a 1040 nm (en cyan) ainsi que lorsqu’aucun
laser n’est envoyé sur la photodiode (en mauve pour (a) et (c)). La figure 4.13(a) montre
qu’a de basses fréquences, le bruit est tres élevé et semble atteindre des valeurs relativement

constantes a des fréquences de 'ordre des MHz. La figure 4.13(b) montre le bruit dans un
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intervalle moins large de 1 a 12 MHz. Nous remarquons que le bruit est constant entre 2
et 12 MHz et, entre 1 et 2 MHz, le bruit est beaucoup plus élevé pour certaines fréquences
discretes. La fréquence de modulation devrait donc, idéalement, étre ajustée a des fréquences
au-dela de 2 MHz. Toutefois, une cellule de Pockels est utilisée pour moduler I'amplitude du
faisceau Stokes et peut difficilement utiliser une fréquence de modulation au-dela de 2 MHz.
Puisque la cellule de Pockels risque d’étre un facteur déterminant du ratio signal sur bruit
du signal SRS et du choix de la fréquence de modulation, des images SRS de méthanol ont
également été acquises a la fréquence de résonance (2835 cm™!) pour différentes fréquences
de modulation de la cellule de Pockels, tel que le montre la figure 4.13(d). La sous-figure
montre une image SRS typique qui a été acquise ou, a la gauche, se trouve du méthanol et,
a la droite, se trouve de l'air, qui ne produit aucun signal SRS. Le graphique est produit
en moyennant l'intensité des pixels de chaque colonne inclus dans le rectangle rouge et est
présenté en fonction de la position dans I'image allant de gauche a droite. Le graphique
montre que la fréquence de modulation offrant le meilleur contraste est 1,4 MHz. Il est a
noter que le contraste le moins élevé est a une fréquence de modulation de 2 MHz ou la
profondeur de modulation est probablement moindre a cause d’une fréquence de modulation
trop élevée. La figure 4.13(c) montre le bruit autour de la fréquence de répétition du laser

et n'indique aucun bruit anormal a cet intervalle de fréquence.

4.6 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté le montage expérimental utilisant la dérive de fré-
quences utilisée pour 'imagerie d’échantillons géologiques présentés au chapitre 6. Les calculs
théoriques et les simulations numériques prédisent qu’augmenter la durée des impulsions par
dérive de fréquences a environ 1,2 et 1,5 ps permet d’obtenir une résolution spectrale sa-
tisfaisante. Une caractérisation du systéme laser est également présentée et montre qu'une
longueur de verre initiale d’environ 60 cm devrait étre installée dans le trajet du faisceau

pompe et une fréquence de modulation de 1,4 MHz devrait étre utilisée. Pour calibrer les
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fréquences des spectres SRS, ils fut choisi d’utiliser de I’Octadécene dans la région CH et du

4-acetamidophenol dans la région des “fingerprints”.



Chapitre 5

Microscopie “Stimulated Raman

Scattering” par modulation de la

polarisation (PM-SRS)

5.1 Introduction

Comme discuté au chapitre 2, un des avantages de la microscopie “Stimulated Raman
Scattering” (SRS) est qu’il est exempt du signal non-résonant causé par le mélange a quatre
ondes (FWM) qui peut diminuer le contraste d’imagerie de la microscopie “Coherent Anti-
Stokes Raman Scattering” (CARS) [52, 139, 147, 211]. Toutefois, d’autres processus non-
résonants peuvent créer un signal qui diminue le contraste d’imagerie de la microscopie SRS.
En particulier, quatre types d’effet non-linéaire génerent un signal indépendant des modes
Raman [9]: I'absorption a deux photons (TPA), Iabsorption des états excités (ESA), la
lentille thermique (TL) et la modulation de phase croisée (XPM). Ces effets non-linéaires

sont présentés schématiquement a la figure 5.1.

La TPA et 'ESA résultent de ’absorption de photons pompe et Stokes par le matériau

(voir figures 5.1(a) et (b)). Ces processus se produisent seulement en présence des deux
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(a) Absorption des Etats Excités (ESA) (b) Absorption a Deux Photons (TPA)

A

— WESA wrpA
—_— A —— —_

w w w —_
s —> . s o Wy —> P ws
(c) Lentille Thermique (TL) (d) Modulation de Phase Croisée (XPM)

w w w w
P P P Wp wWg| ws| Wp .
w .
— — —> —
WG ——3 Wsg ——> wWs —>» 3 Ws —>
— — —> —

FIGURE 5.1 — Représentation des signaux non-résonant affectant le signal SRS dans une
configuration SRL. (a) Processus d’absorption des états excités (ESA) ou le milieu absorbe
un photon Stokes, ce qui ’excite a un niveau réel et favorise ’absorption d’un photon pompe.
Ce processus est pergu comme une perte par le systéme de détection (b) Processus d’ab-
sorption a deux photons (TPA) ot un photon pompe et un photon Stokes sont absorbés
par I’échantillon. Ce processus est pergu comme une perte par le systeme de détection. (c)
Processus de lentille thermique (TL) ou I’absorption a faible proportion de photons du fais-
ceau Stokes moyennée sur plusieurs impulsions modifie 'indice de réfraction localement par
effet thermique et change la divergence du faisceau pompe. (d) Processus de modulation de
phase croisée (XPM), un processus non-linéaire instantané ou la présence du faisceau Stokes
modifie I'indice de réfraction par effet Kerr et change ainsi la divergence du faisceau pompe.
Le changement de divergence peut étre per¢gu comme un gain ou une perte.

faisceaux et créent une modulation de l'intensité du faisceau pompe a la méme fréquence
que la modulation de 'amplitude du faisceau Stokes. Ils sont ainsi percus comme une perte
par le systéme de détection [9, 57]. La TPA provient de 'absorption simultanée d’un photon
pompe et d’un photon Stokes par I’échantillon. Toutefois, 'ESA est un processus qui implique
des états intermédiaires réels [49]. Essentiellement, lorsque le faisceau Stokes interagit avec le
milieu, il excite ce dernier a un état intermédiaire réel en absorbant un photon. Ceci favorise
I’excitation du milieu a un niveau d’excitation plus élevé par I’absorption d’un photon pompe.
Ainsi, ce processus est favorisé lorsque le faisceau Stokes est présent et crée une modulation

de l'intensité du faisceau pompe lorsque le faisceau Stokes est modulé.
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La TL, d’autre part, vient de I’absorption d’une faible partie de ’énergie du faisceau
Stokes par le matériau et chauffe ce dernier, créant un effet de lentille en modifiant localement
'indice de réfraction [9, 135, 192]. Ce processus est moyenné sur plusieurs impulsions lasers
et modifie la divergence du faisceau pompe (voir figure 5.1(c)), ce qui peut étre interprété soit
par un gain ou une perte en modifiant la proportion du faisceau pompe qui est collectée (voir
figure 5.2). La XPM, quant a elle, est un effet instantané non-linéaire (voir figure 5.1(d))
dont la magnitude dépend de la susceptibilité non-linéaire du troisitme ordre y©). Pour
cet effet, I'intensité du faisceau Stokes modifie I'indice de réfraction du faisceau pompe par
effet Kerr [15, 47]. Ce changement de 'indice de réfraction modifie la divergence du faisceau
pompe et peut étre également pergu soit par un gain ou une perte par le systeme de détection
(voir figure 5.2) en modifiant la proportion du faisceau pompe qui est collectée. La TPA peut
étre diminuée en utilisant des longueurs d’onde plus élevées [211] et les effets de TL et XPM
peuvent étre diminués en utilisant des objectifs de collection avec une ouverture numérique
élevée [8, 52, 77, 211]. Toutefois, pour des raisons techniques, ces solutions ne sont parfois
pas possibles et, a de basses puissances, les effets de TL et de XPM peuvent parfois étre

présents méme en utilisant des objectifs a haute ouverture numérique.
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FIGURE 5.2 — Représentation de la modification de la géométrie de collection causée par la
TL ou la XPM ou une divergence plus prononcée du faisceau pompe est interprétée comme
une perte de signal tandis qu’une divergence moins prononcée est représentée comme un gain
par le systeme de détection.

Ce chapitre présente le développement d’une configuration du systéme optique permet-
tant d’effectuer de la microscopie SRS en diminuant les effets de XPM qui peut diminuer
le contraste spectroscopique. Ce systeme est basé sur la modulation de la polarisation du

faisceau Stokes, tel que présenté a la figure 5.3(b). Ceci permet de diminuer le signal non-
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FIGURE 5.3 — Représentation des trains d’impulsions des faisceaux pompe et Stokes pour
les différentes techniques de modulation utilisées pour obtenir le signal SRS. (a) Modulation
de amplitude (AM) du faisceau Stokes et représentation de la modulation de l'intensité
induite sur le faisceau pompe. (b) Modulation de la polarisation (PM) du faisceau Stokes et
représentation de la modulation de l'intensité induite sur le faisceau pompe. Figure inspirée
de [2].

résonant causé par les effets de XPM et TL sans diminuer le signal SRS. Le systeme développé
permet de facilement changer le type de modulation utilisé, que ce soit une configuration
de modulation de I'amplitude (AM) ou une modulation de la polarisation (PM), tel que

présenté aux figures 5.3(a) et (b) respectivement.

Ce chapitre est divisé comme suit: la section 5.2 présente le montage expérimental utilisé
pour les expériences. La section 5.3 présente une comparaison de la performance entre la
microscopie CARS et SRS dans le contexte expérimental utilisé pour les expériences. La
section 5.4 présente une analyse du signal non-résonant présent dans les échantillons observés.
La section 5.6 présente une comparaison de la performance de la microscopie SRS pour les
deux types de modulation, soit la modulation de I'amplitude et de la polarisation du faisceau

Stokes et la section 5.7 présente la conclusion de notre étude.
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5.2 Montage expérimental

Le montage expérimental est semblable a celui présenté au chapitre 4. La différence ma-
jeure est le systeme laser utilisé. En effet, ces expériences ont été effectuées sur une version
plus ancienne du montage expérimental présenté a la section 4.3 et le montage expérimen-
tal fut construit sur un autre systéme laser. La détection du signal SRS peut étre faite de
deux manieres. Soit détecter le gain d’intensité du faisceau Stokes (SRG: “Stimulated Ra-
man Gain”) ou détecter la perte d’intensité du faisceau pompe (SRL: “Stimulated Raman
Loss”). Pour des raisons techniques, la configuration SRL sera utilisée. En effet, pour dé-
tecter le signal SRS, il est nécessaire d’induire une modulation sur un des faisceaux lasers
pour détecter le changement d’intensité du signal de Pautre faisceau laser. Etant donné que
nous utilisons une cellule de Pockels pour moduler le signal et que cette derniere est dotée
d’'un revétement antiréfléchissant adapté aux longueurs d’onde du faisceau Stokes, c’est la
configuration ou l'intensité du faisceau Stokes est modulé qui est adopté (configuration SRL).
Dans cette section, le systéme laser, le montage optique ainsi que l'installation du microscope
seront présentés. Le systeme électronique ainsi que les logiciels utilisés pour I'acquisition et
le traitement d’images ne sont pas présentés dans ce chapitre. En effet, leurs caractéristiques
sont identiques a ceux du systeme de microscopie décrit au chapitre 4 et sont présentées aux

sections 4.3.4 et 4.3.5.

5.2.1 Systéme Laser

Le laser utilisé pour ces expériences est un laser Titane:Sapphire (Chameleon, Coherent,
E—U.) qui produit des impulsions ultrabreves dont la durée est d’environ 200 fs. La longueur
d’onde centrale est ajustée a 800 nm et une partie du faisceau est utilisée pour produire
le faisceau Stokes. Cette portion du faisceau est envoyée dans un Oscillateur Paramétrique
Optique (OPO) (OPO PP auto FAN, APE, Allemagne) et le signal de sortie, dont la longueur
d’onde est centrée a 680 nm, est utilisé comme faisceau pompe. Les impulsions ont une durée

d’environ 200 fs. Une dérive de fréquences est appliquée sur les deux impulsions en utilisant
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des morceaux de verre a haut indice de réfraction (voir section 5.2.2 pour la théorie sur
I'imagerie spectrale) pour obtenir des impulsions d’environ 1,3 ps pour le faisceau Stokes et

2,5 ps pour le faisceau pompe.

5.2.2 Montage Optique

P
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Stokes pockels Cell Fee
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FIGURE 5.4 — Montage expérimental utilisé pour la microscopie CARS et SRS modulée en
polarisation. Le faisceau Stokes est modulé a ’aide d’une cellule de Pockels et les faisceaux
pompe et Stokes sont envoyés dans le microscope pour imager les échantillons par balayage
récurrent a I’aide de miroirs galvanométriques. Une dérive de fréquences des faisceaux pompe
et Stokes est induite a 1'aide de blocs de verre (SF11). TS: Platine de translation, A\/2: Lame
demi-onde, Sh: Obturateur, BS: Séparateur de faisceau, D: Miroir dichroique, G: Miroirs gal-
vanométriques, F: filtre, O: Objectif, S: Echantillon, C: Objectif de collection, P: Photodiode,
PMT: Tube photomultiplicateur. Figure inspirée de [2].

Le montage optique utilisé pour ces expériences est présenté a la figure 5.4. Etant donné
que la configuration SRL est adoptée pour ces expériences, une modulation est appliquée
sur le faisceau Stokes. Pour ce faire, nous utilisons une cellule de Pockels (350-160, Conop-
tics, £.-U.). Une fréquence de modulation de 2 MHz est utilisée. A la sortie de la cellule
de Pockels, nous obtenons deux faisceaux lasers: un dont la polarisation verticale est paral-
lele & celle du faisceau pompe (que nous appelons faisceau paralléle) et un second dont la
polarisation horizontale est perpendiculaire a celle du faisceau pompe (que nous appelons
faisceau perpendiculaire). Une platine de translation est installée dans le trajet des deux fais-

ceaux pour controler leur délai temporel. Un obturateur est placé dans le trajet du faisceau
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perpendiculaire pour permettre de sélectionner la configuration de modulation, soit la modu-
lation de I'amplitude (faisceau perpendiculaire bloqué) ou la modulation de la polarisation
(faisceau perpendiculaire libre). La polarisation du faisceau perpendiculaire est également
ajustée en utilisant une lame demi-onde (WPHO05M-808, Thorlabs, E.-U.). Les deux fais-
ceaux (parallele et perpendiculaire) sont recombinés en utilisant un séparateur de faisceau
pour former le faisceau Stokes dont 'orientation de la polarisation change périodiquement de
parallele & perpendiculaire selon une fréquence de modulation de 2 MHz (voir figure 5.3(b)).
Les faisceaux Stokes et pompe sont combinés a l'aide d’un miroir dichroique. Une dérive
de fréquences est appliquée sur les deux impulsions en utilisant du verre a haut indice de
réfraction (SF11). Une longueur de 30 cm de verre est utilisée pour le faisceau Stokes et une
longueur de 25 cm est utilisée pour le faisceau pompe. Les faisceaux sont ensuite envoyés

dans un microscope inversé dont les caractéristiques sont présentées a la section suivante.

5.2.3 Microscope

Comme présenté a la figure 5.4, les faisceaux pompe et Stokes sont envoyés dans un
microscope inversé (IX-71, Olympus, Japon). Des miroirs galvanométriques sont utilisés pour
balayer les faisceaux sur ’échantillon pour créer une image par balayage récurrent. Les
faisceaux sont focalisés sur 1’échantillon a I’aide d’un objectif de microscope (UPlanSapo,
20x, NA 0,75, Olympus, Japon). Le faisceau pompe est collecté dans la direction forward
a l'aide d’un objectif de microscope (LUMPlanFI/IR, 40x, NA 0,8w, Olympus, Japon). Le
faisceau pompe est ensuite détecté par une photodiode (FDS10X10, Thorlabs, E.—U.). Devant
la photodiode, deux filtres (BrightLight 750/SP, Semrock, E.-U. et HQ 680/60, Chroma, E.-
U.) sont utilisés pour bloquer les longueurs d’onde autres que celles du faisceau pompe. Le
signal CARS est collecté dans la direction backward. En effet, un miroir dichroique dirige
le signal CARS (Z660DCXR, Chroma, E.-U.) vers un tube photomultiplicateur (PMT). Un
filtre (D605/55M, Chroma, E.-U.) s’assure que seulement le signal CARS atteint le PMT.
Finalement, la position de I’échantillon est controlée a 'aide d’une platine de translation

XYZ.
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5.3 Comparaison de la microscopie CARS et SRS

Dans le but d’évaluer la performance de la microscopie SRS, nous avons décidé de la
comparer avec la microscopie CARS, qui est une technique de microscopie utilisée dans le
laboratoire depuis plusieurs années. Pour ce faire, nous avons utilisé des échantillons de
diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6) dilués dans de 'eau pure. Ces derniers possedent
deux modes de résonance distincts a ~2000 cm™! et ~2125 em™! [117]. Les spectres SRS
représentant les résultats sont présentés a la figure 5.5 (voir la section 4.1 pour plus de
détails sur l'acquisition d’un spectre CARS et SRS par imagerie spectrale). La figure 5.5(a)
montre le spectre SRS d’'un échantillon de DMSO-d6 & une concentration de 10 %. Sur ce
spectre, les deux pics correspondant aux modes de résonance du dMSO-d6 sont bien visibles
et aucun signal non-résonant n’est visible. La figure 5.5(c) montre le spectre CARS pour
un échantillon de DMSO-d6, également a une concentration de 10 %. Bien que le mode de

! soit bien visible, le second mode n’est pas détectable & cause de la

résonance a 2125 cm™
grande quantité de signal non-résonant présent. Il est a noter que le signal non-résonant forme
une gaussienne et est donc dépendant de la fréquence. Ceci est dii au fait que les impulsions
pompe et Stokes sont également des impulsions gaussiennes et, donc, en modifiant le délai
temporel nécessaire pour effectuer le balayage spectral, il y a modification du chevauchement
de l'intensité des impulsions. Ceci modifie 'intensité du signal non-résonant causé par le
FWM. Il est possible de recouvrer le signal CARS a l'aide de techniques de récupération
de la phase. Dans ce cas-ci, nous avons utilisé la transformée de Kramers-Kronig [107] pour
obtenir le spectre CARS recouvré. La transformée de Kramers-Kronig permet essentiellement
de trouver la relation entre la partie réelle et imaginaire d’une fonction et ainsi récupérer
la partie résonante imaginaire du signal CARS. Le spectre CARS recouvré est présenté a

la figure 5.5(e). Cette figure montre le mode distinctif du DMSO-d6 a 2125 cm ™!, mais le

second mode & 2000 cm ™! n’est toujours pas distinguable.

La figure 5.5(d) montre le spectre CARS d’un échantillon de DMSO-d6 a une concentra-
tion de 1,25 %. De ce spectre, aucun mode de résonance du DMSO-d6 n’est visible puisque

le signal non-résonant produit par le FWM est trop important par rapport au signal CARS.
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FIGURE 5.5 — Graphiques des spectres SRS et CARS de DMSO-d6 utilisant la microscopie
CARS et SRS. (a-b) Spectres de microscopie SRS par modulation de 'amplitude (AM-
SRS) pour des concentrations de DMSO-d6 de (a) 10 % et (b) 1,25 %. (c-d) Spectres de
microscopie CARS pour des concentrations de DMSO-d6 de (¢) 10 % et (d) 1,25 %. (e-f)
Spectres recouvrés des spectres CARS (c) et (d) pour des concentrations de DMSO-d6 de
(e) 10 % et (f) 1,25 %. La puissance des faisceaux pompe et Stokes sont respectivement de
I, =71 mW et Ig = 146 mW. Figure inspirée de [2].
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Le spectre CARS recouvré a la figure 5.5(f) permet de distinguer un mode Raman a la fré-

quence de 2125 cm™!

mais celui-ci est peu visible par rapport au bruit ambiant. Toutefois,
la figure 5.5(b) montre le spectre SRS du DMSO-d6 & la méme concentration (1,25 %) et
les modes Raman relatifs au DMSO-d6 sont toujours bien visibles. Ceci démontre que, dans
les conditions actuelles, la microscopie SRS est plus sensible que la microscopie CARS et
se retrouve moins affectée par le bruit non-résonant. Cependant, la figure 5.5(b), en plus
de montrer les modes de résonance du DMSO-d6, montre également la présence d’un signal

non-résonant qui, dans certaines conditions, peut potentiellement diminuer la sensibilité du

signal SRS. Une analyse de ce signal non-résonant est présentée a la section 5.4.

5.4 Identification du signal non-résonant de la micro-

scopie SRS

Comme présenté a la section 5.3, lorsque le spectre SRS d’un échantillon de DMSO-d6
a faible concentration est acquis, un signal non-résonant est également présent. Ce signal
non-résonant peut provenir de quatres effets non-linéaires: la lentille thermique (TL), la
modulation de phase croisée (XPM), I'absorption des états excités (ESA) et I'absorption a
deux photons (TPA). La TL et la XPM proviennent tout deux d’un changement de l'indice
de réfraction percue par le faisceau pompe et induit par le faisceau Stokes tandis que la TPA
et ’ESA proviennent de ’absorption par I’échantillon de photons pompe et Stokes. Ces effets

sont expliqués plus en détailles a la section 5.1.

5.4.1 Absorption a deux photons

Dans le but de mieux comprendre ce qui cause le signal non-résonant visible a la fi-
gure 5.5(b), nous avons fait I'acquisition du spectre SRS de ’eau pure. Celui-ci ne présente
aucun mode de résonance dans l'intervalle de fréquence observé. La figure 5.6(a) montre le

spectre SRS provenant d’un échantillon de DMSO-d6 a une concentration de 0,6 % tandis que
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FIGURE 5.6 — (a) Spectre AM-SRS d'un échantillon de DMSO-d6 a une concentration de
0,6 % ou un signal non-résonant est visible en plus des modes Raman spécifiques au DMSO-
d6. (b) Spectre AM-SRS de 'eau pure qui révele la présence d’un signal non-résonant simi-

laire. La puissance des faisceaux pompe et Stokes sont respectivement de I, = 56 mW et
Is = 151 mW. Figure modifiée de [2].

la figure 5.6(b) montre le spectre SRS de I’eau pure. Dans les deux cas, le signal non-résonant
est visible. Il est connu qu’il n’y a pas de modes de résonance Raman ou d’absorption de
photons dans 1’eau pure pour les longueurs d’onde utilisées. Nous pouvons donc éliminer la
TPA des sources possibles de ce signal non-résonant. Le signal non-résonant est donc causé

soit par 'ESA, la TL ou par la XPM.

5.4.2 Absorption des états excités

Le processus d’ESA peut étre détecté sur une échelle de temps de plusieurs picosecondes
puisque les molécules excitées par le faisceau Stokes prennent un certain temps pour retourner
a I’état fondamental. Ainsi, la forme du signal non-résonant causée par ’'ESA est asymétrique
puisque, lorsque le faisceau pompe interagit avec le milieu avant le faisceau Stokes, aucun
signal causé par 'ESA n’est présent. Toutefois, lorsque le faisceau Stokes interagit avec le
milieu avant le faisceau pompe, un signal causé par 'ESA peut étre présent et la force du
signal décroit graduellement avec I’augmentation du délai temporel entre les faisceaux pompe
et Stokes (voir figure 5.7). Le signal de 'ESA peut étre visible méme lorsque les faisceaux

pompe et Stokes sont séparés de quelques picosecondes. Or, la figure 5.6 montre une forme
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symétrique du signal non-résonant qui affecte notre échantillon. Il est ainsi tres improbable
que nous nous trouvions en présence de signal causé par 'ESA. Le signal non-résonant est

donc causé soit par la TL ou par la XPM.

A
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FIGURE 5.7 — Représentation graphique de la décroissance du signal causée par 'ESA en
fonction du délai temporel entre les impulsions pompe et Stokes.

5.4.3 Lentille thermique

Nous pouvons noter sur la figure 5.6 que I'intensité du signal non-résonant dépend du
délai temporel entre les impulsions pompe et Stokes puisque l'acquisition des spectres SRS
par imagerie spectrale s’effectue en faisant varier ce délai temporel. Toutefois, I'effet de TL
se produit sur une échelle de temps correspondant a plusieurs impulsions lasers et le chan-
gement de délai temporel de quelques picosecondes entre les impulsions pompe et Stokes ne
devrait pas modifier aussi subitement l'intensité du signal non-résonant. En effet, le temps
de dissipation de la chaleur induite par le faisceau Stokes devrait étre de I'ordre de la nanose-
conde et non de la picoseconde [110, 135]. Ainsi, il est improbable que le signal non-résonant
présent dans ces échantillons soit causé par la lentille thermique. Il apparait donc que le

signal non-résonant est causé par l'effet de la XPM.
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5.4.4 Susceptibilité non-linéaire et ratio de dépolarisation

Avant de discuter plus en détail du signal non-résonant causé par la XPM, il est approprié
de présenter brievement certaines notions concernant la susceptibilité non-linéaire du troi-
sieme ordre pour permettre une explication plus claire de I’élimination du signal non-résonant

par la modulation de la polarisation.

L’indice de réfraction d’un matériau peut étre représenté selon 1’équation suivante [15]:
n = ng+ nal (5.1)

ou ng est l'indice de réfraction lorsque le champ électrique est faible, ny est l'indice de

réfraction non-linéaire et I est l'intensité du champ électrique. ny peut étre représenté par:

ng =+/1+ x® (5.2)

ot M est la susceptibilité linéaire tandis que ny peut étre représenté par:

ng = 4n§€()cx(3)' (5.3)
ol gy est la permittivité du vide, ¢ est la vitesse de la lumiére et Y@ est la susceptibilité
non-linéaire du troisieme ordre. Lorsque l'intensité du champ électrique d’un faisceau laser
est faible, 'indice de réfraction non-linéaire, no, est négligeable. Or, dans le cas présent,
I’amplitude des champs électriques est suffisamment élevée pour qu’ils aient un impact sur
la valeur de l'indice de réfraction. Ainsi, la variation de l'indice de réfraction en présence

d’un champ électrique intense est donnée par:

YOI
néeoc’

on=23
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La susceptibilité non-linéaire du troisiéme ordre y®) est représentée par un tenseur dont la
valeur est dépendante de la polarisation des différents champs impliqués selon:

B3 — 3

X X1xr (—Wwas wi, wa, w3) (5.5)

ou I J K L sont les coordonnées cartésiennes x, y et z de la polarisation des champs
électriques wy, w1, we et ws respectivement. Ce tenseur possede 81 éléments mais certaines
regles de symétrie permettent d’éliminer certaines d’entre elles. En effet, pour un milieu
isotropique, le tenseur possede 21 éléments non nuls dont seulement trois sont indépendants.

Les différents éléments du tenseur peuvent étre reliés selon I’équation suivante:

X =X, + X8+ X2, (5.6)

Selon la convention de Butcher et Cotter [21], les différentes fréquences impliquées dans

la génération du signal SRS ainsi que de l'effet de la XPM sont données par:

3 3
XE@J)%S = XgJ)KL (—wp;ws, —ws, W) (5.7)

3 3
Xg(}DM = X(IJ)KL (—wp; ws, —Ws, Wp) - (5.8)

Ainsi, seulement deux tenseurs sont impliqués dans la génération des signaux SRS et XPM,
soit les tenseurs Y et y3)  Le tenseur x®) implique que la polarisation des faisceaux

TTTL TYyx TTTT

pompe et Stokes soit parallele 'un par rapport a 'autre tandis que le tenseur X:(L‘:;)ym implique
que la polarisation des faisceaux pompe et Stokes soit perpendiculaire I'un par rapport a
I’autre. Une quantité qui a été introduite dans la littérature est le ratio de dépolarisation
p [137, 138] et est définie comme le ratio entre les tenseurs de la susceptibilité non-linéaire

lorsque la polarisation entre les faisceaux pompe et Stokes est perpendiculaire et parallele,

c’est a dire:

3
X

Xzzrze
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Le ratio de dépolarisation mesure le degré de dépolarisation d’'un champ électrique diffusé
par rapport au champ électrique incident lorsqu’une molécule est excitée. La valeur du ratio
de dépolarisation varie entre 0 et 0,75'. Lorsquune molécule est hautement symétrique,
p = 0, tandis que lorsque la molécule est totalement dépolarisée a la fréquence excitée,
p = 0,75 [103, 109]. 1l est a noter que, pour une molécule donnée, lorsque la fréquence
excitée est loin d'une fréquence de résonance, la symétrie de Kleinmann s’applique de telle
sorte que:

Xooe = Xoooy = Xy = Xowa/3 (5.10)

p=1/3. (5.11)

5.4.5 Modulation de phase croisée

Comme mentionné précédemment, 'intensité du signal non-résonant causé par la XPM
est proportionnelle au changement de l'indice de réfraction percu par le faisceau pompe.

Celui-ci est donné par [9]:

X(3) o
Ixpar o Onf = 3225 (5.12)
npngec
ou l'indice a =||, L représente 'orientation de la polarisation du faisceau Stokes par rapport

a celle du faisceau pompe. Les deux parametres variables dans ’équation 5.12 sont Xﬁ?}w
et I¢. Pour la présente discussion, nous supposons que le signal non-résonant causé par la
XPM provient du solvant, soit de 1’eau pure. Ce dernier, a la fréquence Raman observée,
possede un ratio de dépolarisation d’environ 0,6 [41, 197]. De plus, les modes Raman du

DMSO-d6 aux fréquences observées (2000 et 2125 cm™') ont un ratio de dépolarisation de

pres de zéro [177]. Dans le but de diminuer le signal non-résonant causé par la XPM, nous

1. Il existe une convention plus ancienne du ratio de dépolarisation ou les valeurs se situent entre 0 et
0,87. Cette convention provient de la mesure du ratio de dépolarisation en utilisant la lumiere naturelle. De
nos jours, le ratio de dépolarisation est mesuré en utilisant des sources lasers et utilise la convention présentée
dans cette these. Il se peut toutefois que 'ancienne convention soit utilisée dans de vieux articles ou textes
de référence.
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décidons d’adopter une technique de modulation basée sur la modulation de la polarisation

plutét que la modulation de 'amplitude, ce qui est expliqué a la section suivante.

5.5 Modulation de la polarisation

Comme il a été mentionné a la section 5.4.4, les modes de résonances Raman ont un ratio
de dépolarisation qui dépend de la valeur de ng)yx et xB)  tel que présenté a 1’équation 5.9.
Dans le cas de plusieurs modes Raman, le ratio de dépolarisation a une valeur pres de zéro
(p = 0). Ceci signifie que le signal SRS est maximum lorsque la polarisation des faisceaux
pompe et Stokes est parallele et le que signal SRS est presque nul lorsque la polarisation des
faisceaux est perpendiculaire. Toutefois, le ratio de dépolarisation du signal non-résonant
causé par la XPM n’est pas égal a zéro (p # 0). Ainsi, lorsque la polarisation relative entre
les faisceaux pompe et Stokes est perpendiculaire, 'intensité du signal généré n’est pas égale

a zéro. C’est sur ce principe que se base la modulation de la polarisation pour réduire le

signal non-résonant.

En effet, la modulation de la polarisation consiste a faire pivoter périodiquement de
90 degrés la polarisation du faisceau Stokes (voir figure 5.3(b)). Ce faisant, le transfert de
modulation relatif aux modes Raman demeure inchangé puisque lorsque la polarisation est
parallele, I'intensité du signal SRS est maximum et elle est nulle lorsque la polarisation est
perpendiculaire. Or, dans le cas de la modulation de phase croisée, il y a diminution de
'intensité du signal (c’est-a-dire une diminution de 'amplitude de la modulation du signal
de XPM) puisqu’il y a génération de signal non-résonant dans les deux états de polarisation.
Ainsi, dans la configuration de la modulation de 'amplitude (AM), l'intensité du signal SRS
et de XPM est donnée par:

I}E\I;M X Xgic);m,XPMlg' (5.14)
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ou / LL est l'intensité du faisceau Stokes dont la polarisation est parallele & celle du faisceau

pompe. Dans la configuration de la modulation de la polarisation (PM), I'intensité du signal

SRS et de XPM est donnée par:

]ﬁﬁs X X(x?;)mz,R]p[JS" - X:(z:i/)yr,R[p1§ (515)
3 3
Izé(z\I/DIM X Xix)m,XPMIg - Xa(ey)yx,XPMlé (5.16)

ol I est I'intensité du faisceau Stokes dont la polarisation est perpendiculaire & celle du

faisceau pompe.

Par conséquent, les ratios de I'intensité du signal SRS et de XPM entre la modulation de

la polarisation et de 'amplitude sont donnés par:

3 3
AISRS . ]gﬁs . Xa(cm)mx,RIE‘ - X:(py)yx,R]g'_ . Ig - PRL% (5 17)
- [SRS (3) l o I ’
AM Xx:v:ca:,R[S IS
JXPM (3) IH L)) I+ IH N 7L
xpMm _ Apv | Xaazza,xPMAs T Xayyz xpmis  1g — Pxpuly
Al = = = : (5.18)
XPM (3) IH ]H
AM X:t:r:a:x,XPM S S

Dans le cas du signal SRS, en présence d’'un mode Raman polarisé ou p = 0, le ratio
de l'intensité (AI9F5) est égal a 1. Toutefois, dans le cas du signal de XPM, le ratio de
dépolarisation n’est pas nul et le ratio de l'intensité est par conséquent plus petit que 1.

IXPMY) dépend de deux facteurs: le ratio de dépolarisation

La valeur du ratio d’intensité (A
du milieu produisant le signal de XPM (pxpas) et lintensité relative entre les faisceaux
Stokes parallele et perpendiculaire (1 g et I3). Le ratio de dépolarisation (pxpyr) dépend de
I’échantillon observé et est donc invariable pour un échantillon donné. Pour faire disparaitre
completement le signal non-résonant causé par la XPM, il est nécessaire que le numérateur
de I'équation 5.18 soit égal a zéro. Par conséquent, le ratio de 'intensité entre les faisceaux
Stokes parallele (1 ISL) et perpendiculaire (I5) doit étre égal a:
Ji

S
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Dans le présent cas, le ratio de dépolarisation de I’eau dans l'intervalle de fréquences Raman

observé est d’environ 0,6 [41, 197]. Ainsi, pour une intensité du faisceau parallele défini,

I'intensité du faisceau Stokes perpendiculaire doit étre 1,67 fois plus élevée. Il est a noter que,

dans I’éventualité ou le ratio de dépolarisation est inconnu, il est possible de le déterminer en

mesurant 'intensité du signal de XPM dans les configurations AM et PM lorsque la puissance
[

des deux faisceaux Stokes (I et I3) est ajustée a des valeurs égales. De ces mesures, le ratio

de dépolarisation peut étre déterminé avec I’équation suivante:

Iy
AM

Dans le but de confirmer que le signal non-résonant observé lors de l'acquisition de
spectres SRS provient bien du solvant (eau pure), nous faisons l'acquisition des spectres SRS
dans les configurations AM et PM dans le cas ou l'intensité des faisceaux Stokes (parallele
et perpendiculaire) est égale. Les spectres SRS correspondants sont présentés a la figure 5.8.
Ainsi, dans la configuration AM, I'intensité maximale du signal de XPM est d’environ 4800
comptes tandis que l'intensité maximale du signal de XPM dans la configuration PM est

d’environ 2100 comptes. Ainsi, le ratio de dépolarisation mesuré est de:

2100
PXPM = 1-— M = 0, 56 (521)

ce qui est pres de la valeur théorique située a 0,6.

5.6 Comparaison de la microscopie SRS par modula-
tion de amplitude (AM) et polarisation (PM)
5.6.1 Capacité d’enregistrement de spectres Raman

Dans le but de tester I'efficacité de la configuration PM a éliminer le signal de XPM tout

en permettant ’acquisition des modes Raman, nous avons fait ’acquisition de spectres SRS
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FIGURE 5.8 — Spectre SRS de l'eau pure en utilisant les configurations AM et PM. La

puissance des faisceaux pompe et Stokes sont les suivantes: [, = 62 mW et [ g = I =
152 mW.

en utilisant les configurations AM et PM, tels que présentés a la figure 5.9. Pour ce faire, les
spectres SRS d’une solution de DMSO-d6 a une concentration de 0,6 % ont été acquis en
utilisant la configuration AM (voir figure 5.9(a)) et la configuration PM (voir figure 5.9(b)).
Nous voyons ainsi qu’utiliser la configuration PM permet d’éliminer le signal non-résonant
causé par la XPM sans affecter le signal Raman résonant. Il est a noter que le ratio de
puissance entre les faisceaux Stokes parallele (1 ng|) et perpendiculaire (Ig) devrait étre de
0,6. Toutefois, expérimentalement, le ratio de puissance permettant d’éliminer totalement
le signal de XPM est de 0,545. Ceci peut étre di a certaines optiques présentes dans le
microscope dont la réflectivité ou la transmissibilité est dépendante de la polarisation du
faisceau laser, atténuant l'intensité d’un des faisceaux Stokes plus que l'autre. Ceci peut
également expliquer la différence entre le ratio de dépolarisation théorique de 'eau et celui

mesuré a la section 5.5.
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FIGURE 5.9 — Spectre SRS d’une solution de DMSO-d6 & une concentration de 0,6 % utilisant
la configuration (a) AM-SRS et (b) PM-SRS. La puissance des faisceaux pompe et Stokes

sont respectivement de I, = 61 mW, [ Jg‘ =95 mW et Ig = 174 mW. Figure modifiée de [2].

5.6.2 Dépendance de la concentration sur l’intensité du signal

Dans le but de caractériser la méthode PM-SRS, nous avons effectué des mesures a
diverses concentrations de DMSO-d6 dans le but de confirmer la linéarité du signal SRS
en fonction de la concentration ainsi que sa limite de détection. Le graphique présentant
I'intensité du signal SRS en fonction de la concentration de DMSO-d6 est présenté a la
figure 5.10. Pour réaliser cette expérience, plusieurs échantillons de DMSO-d6 dilués dans de
I'eau pure ont été préparés et la concentration de DMSO-d6 se situe entre 10 % et 0,039 %.
Les conditions expérimentales sont les mémes pour chaque mesure. L’intensité du signal
est calculée en mesurant I'intensité du signal SRS au maximum de 'intensité du mode de

L ainsi qu’a un décalage de ~50 cm™! de part et d’autre de

résonance Raman a 2150 cm™
ce mode. Les mesures acquises de part et d’autre du mode Raman ont pour but d’obtenir
une mesure du bruit de fond et du signal de XPM a la fréquence Raman. La moyenne de
I'intensité de ces deux mesures en périphérie du mode Raman est ensuite soustraite de la
mesure de l'intensité du mode Raman. Nous utilisons deux mesures de bruit, une mesure de
chaque c6té du mode Raman, puisque le signal non-résonant est dépendant de la fréquence

dans le cas de la configuration AM (ou plus précisément, du chevauchement de I'intensité des

impulsions pompe et Stokes). En utilisant ces deux mesures de bruit, il est possible d’obtenir
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une approximation relativement bonne de la somme du signal non-résonant et du bruit de

fond a la fréquence du mode Raman.

| —AM-SRS fit
10°1 © AM-SRS

| —PM-SRS fit
| o PM-SRS

Intensité (u.a.)
o

1800 1900 2000 2100 2200 2300
Nombre d’onde (cm™')

0.1 1 10
Concentration de DMSO-d6 (%)
F1GURE 5.10 — Graphique log log du signal AM-SRS et PM-SRS en fonction de la concen-
tration de DMSO-d6, se situant entre 0,039 % et 10 %. La puissance des faisceaux pompe
et Stokes est respectivement de I, = 64 mW, ]|5|~ = 106 mW et Ig = 178 mW. La sous-

figure montre le spectre SRS brut du DMSO-d6 a une concentration de 0,039 % utilisant les
configurations AM (rouge) et PM (bleu). Figure modifiée de [2].

Les résultats montrent une dépendance linéaire en fonction de la concentration de DMSO-
d6, comme le prédit la théorie. Il est a noter que le graphique de la figure 5.10 est affiché
selon une échelle double logarithmique (échelle logarithmique des axes x et y) et apparente
courbure des droites de tendance a de basses concentrations est causée par le fait que ’origine
de ces droites n’est pas zéro et n’apparaissent donc pas comme une droite a une échelle
logarithmique. De plus les mesures dans les configurations AM et PM a basses concentrations
semblent diverger beaucoup plus qu’a hautes concentrations. Ceci est probablement causé par
un ratio signal sur bruit beaucoup plus bas a de faibles concentrations et par la dominance du
bruit causé par la XPM dans la configuration AM. A de faibles concentrations, le ratio signal

sur bruit est pres de 1 et le bruit électronique joue donc un role important sur les mesures
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de l'intensité du signal SRS. L’encart présenté a la figure 5.10 montre les spectres Raman du
DMSO-d6 a une concentration de 0,039 % pour les configurations AM (rouge) et PM (bleu).
Ces spectres montrent que le mode Raman principal en utilisant la configuration PM est plus
facilement visible qu’en utilisant la configuration AM, ou l'intensité du mode Raman est a
peine plus élevée que celui du signal de XPM. La variation du signal non-résonant visible
sur le spectre SRS acquis avec la configuration PM est probablement causée par une faible

variation du ratio de dépolarisation de I'eau pure utilisé comme solvant.

5.6.3 Imagerie de structures

En vue de démontrer la faisabilité de 1'utilisation de la configuration PM pour I'ima-
gerie hyperspectrale, nous avons fait 1'acquisition d’images en utilisant les configurations
AM et PM. Les images sont présentées a la figure 5.11 ot la figure 5.11(a) montre la confi-
guration AM et la figure 5.11(b) montre la configuration PM. Les images sont composées
de gouttelettes de DMSO-d6 diluées dans de l'eau pure a une concentration de 0,3 % et
dont le milieu entourant les gouttelettes est composé d’octadécane, qui est insoluble dans
I’eau. L’octadécane ne produit également aucun signal Raman dans l'intervalle de fréquence

analysé.

A premiére vue, nous remarquons que la configuration PM offre un meilleur contraste que
la configuration AM, ou le contraste entre les gouttelettes et le reste de I'image est plus faible.
La figure 5.12 montre le profil d'intensité des gouttelettes indiquées par les fleches bleues aux
figures 5.11(a) et (b). Ce graphique montre que le bruit de fond (qui peut étre causé par
le bruit électronique ou la XPM) est plus faible dans la configuration PM, résultant en un
contraste plus élevé, bien que l'intensité du signal SRS de la gouttelette soit comparable en

utilisant les deux configurations.

Egalement, les figures 5.11(c) et (d) montre les spectres SRS des gouttelettes indiquées
par les fleches rouges aux figures 5.11(a) et (b) en utilisant les configurations AM et PM

respectivement. La figure montre une nette amélioration de la visibilité du mode de résonance
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FIGURE 5.11 — Imagerie SRS hyperspectrale a tres basse concentration. Image hyperspectrale
de gouttelettes de DMSO-d6 diluées dans I'eau pure a une concentration de 0,3 % dans un
milieu d’octadécane en utilisant la microscopie (a) AM-SRS et (b) PM-SRS. Les spectres
SRS associés aux gouttelettes indiquées par les fleches rouges sont présentés aux figures (c)
et (d) pour la microscopie AM-SRS et PM-SRS respectivement. Les fleches bleues dénotent
les gouttelettes utilisées pour le graphique du profil d’intensité présenté a la figure 5.12. La
puissance des faisceaux pompe et Stokes sont, respectivement: I, = 57 mW, [ 5'* = 110 mW
et I3 = 176 mW. La taille des images est de 270 x 270 um. Figure modifiée de [2].

Raman du DMSO-d6 en utilisant la configuration PM ainsi qu’une suppression du signal

non-résonant causé par la XPM.
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FI1GURE 5.12 — Profile d’intensité du signal SRS d’une gouttelette de DMSO-d6 diluée dans de
'eau pure a une concentration de 0,3 % dans un milieu d’octadécane. Les mesures proviennent
des images présentées aux figures 5.11(a) et (b) ou les gouttelettes utilisées pour les mesures
sont indiquées par les fleches bleues. Les sous-figures montrent les images des gouttelettes
utilisées en mesurant un profil horizontal de l'intensité. Les images des encarts ont une
dimension de 50 x 50 pm.

5.6.4 Limitations

Bien que la configuration PM soit efficace pour diminuer le signal non-résonant causé
par la XPM, celle-ci n’est pas optimale pour tous les types d’échantillons. En effet, dans le
cas ol le mode Raman & imager est un mode dépolarisé (p # 0), la technique PM-SRS n’est
pas adaptée. Dans ce cas-ci, moduler la polarisation diminuerait 'intensité du signal SRS
puisque le transfert d’intensité lorsque les faisceaux pompe et Stokes sont perpendiculaires
n’est pas nul. Moduler la polarisation diminuerait donc 'intensité du signal SRS par rapport
a l'utilisation d’une modulation de 'amplitude. De plus, dans le cas d’une compensation
complete du signal XPM en utilisant la configuration PM, si le ratio de dépolarisation du

mode Raman se trouve a étre plus élevé que celui de la XPM, le signal SRS détecté se
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retrouverait avec une valeur négative puisque la modulation serait déphasée par rapport au

systeme de détection.

1l I Projection x
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FIGURE 5.13 — Représentation du signal SRS dans le cas d’une biréfringence induite. (a) S’il

n’y a aucune biréfringence, la polarisation des faisceaux Stokes parallele [ |5|~ et perpendiculaire
1 S+ reste linéaire et l'intensité du signal SRS Isgs est maximum. (b) Dans le cas extréme ou
la polarisation de [ ng| et I3 devient circulaire, "amplitude de la modulation devient nulle et le
signal SRS disparait. (c) Dans le cas ou la polarisation devient elliptique, 'amplitude de la
modulation deviendrait moins importante, mais ne disparait pas completement, diminuant
le contraste d’imagerie.

Egalement, la microscopie PM-SRS n’est pas adaptée aux échantillons biréfringents. En
effet, la biréfringence de ces échantillons diminuerait le contraste d’imagerie de la microscopie
PM-SRS (voir figure 5.13). Par exemple, dans le cas extréme ou la polarisation des faisceaux
pompe et Stokes se retrouve circulaire, la modulation de 'intensité du signal SRS devient
nulle et il n’y aurait pas de contraste d’imagerie. Dans le cas moins extréme ou une faible

ellipticité est induite, ceci créerait une modulation de I'amplitude moins importante. En
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effet, une partie de 'intensité du faisceau Stokes perpendiculaire se retrouverait parallele au
faisceau pompe. Si la biréfringence n’est pas trop importante, il peut toutefois étre possible
de la compenser partiellement en ajustant finement la polarisation des faisceaux pompe et

Stokes.

5.7 Conclusion

Ce chapitre présente 'implantation d'une méthode de microscopie Stimulated Raman
Scattering (SRS) par modulation de la polarisation (PM) pour effectuer de la microscopie
SRS de maniere multimodale en utilisant la technique d’imagerie spectrale. En utilisant une
configuration ou il y a modulation de la polarisation plutot que modulation de 'amplitude
(AM), comme c’est habituellement le cas, une réduction du signal non-résonant causé par
la modulation de phase croisée (XPM) est observée. En balangant l'intensité des faisceaux
Stokes parallele et perpendiculaire, une compensation compléete du signal de XPM peut
étre atteinte. La configuration PM peut également étre utilisée pour réduire le signal non-
résonant causé par la lentille thermique (TL). Pour ce faire, ajuster I'intensité des faisceaux
Stokes parallele et perpendiculaire permet d’uniformiser I'intensité des faisceaux envoyés
dans 1’échantillon. Notre montage expérimental permet également la conversion rapide de
la configuration PM vers la configuration AM. Ceci permet une utilisation du montage
expérimental méme lorsque la configuration PM n’est pas appropriée. Par exemple lorsque

I’échantillon est biréfringent ou lorsque le mode Raman a imager est dépolarisé.



Chapitre 6

Application de la microscopie
“Stimulated Raman Scattering” a

I’imagerie d’échantillons géologiques

Ce chapitre présente, a notre connaissance, la premiere application de la microscopie
SRS au domaine de la minéralogie. L’imagerie multimodale rapide en trois dimensions de
modes Raman se situant entre 400 et 3700 cm™! est démontrée. Ceci permet 'imagerie de
modes Raman spécifiques a de basses fréquences caractéristiques des minéraux ainsi que des
matiéres organiques dans la région des “fingerprints” (800 — 1800 cm™!) et la région CH
(~ 3000 cm™!). Ce chapitre introduit brieévement la problématique concernant l'imagerie
d’échantillons géologiques a la section 6.1 et présente la préparation des échantillons a la
section 6.2. La section 6.3 traite de I'imagerie de minéraux a ’aide de la microscopie SRS et la
section 6.4 présente I'imagerie SRS de matieres organiques dans les échantillons géologiques.

Finalement, une conclusion est présentée a la section 6.5.
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6.1 Problématique

L’imagerie en trois dimensions est largement appliquée aux Sciences de la Terre. Le type
d’imagerie le plus communément utilisé est la tomodensitométrie (CT). Egalement, la ré-
sonance magnétique et la tomographie a neutron sont utilisées, mais avec des applications
plus limitées [25]. Plusieurs progres dans le développement de sources de rayonnement syn-
chrotron a rayon X ont poussé l'imagerie hypervolumique de la microtomographie a rayons
X a une échelle sous-microscopique. Ceci permet de fournir des détails sans précédents dans
I’étude de la structure des fossiles, la géométrie des pores et la texture des minéraux. La
microscopie confocal & balayage laser (LSCM) est appliquée en géomicrobiologie [141] et pa-
léobiologie pour I'imagerie 3D d’interactions microbes-minéraux, de biofilms et de fossiles.
L’imagerie confocale Raman, largement utilisée pour ’analyse pixel par pixel d'une région
d’intérét (ROI), commence & étre plus fréquemment utilisée pour I'imagerie 2D de minéraux
et de matieres organiques fossiles. Contrairement a la LSCM qui se base sur la fluorescence
pour obtenir un contraste d’imagerie, les images Raman 2D contiennent des informations
vibrationnelles spectrales a chaque pixel, fournissant un contraste chimique nécessaire pour
I’analyse d’images chimiométriques. Les applications en géosciences de la microscopie Ra-
man sont en plein essor pour I’étude des plus vieilles roches sédimentaires de la terre. Ces
roches sédimentaires sont utilisées pour la recherche de preuves concernant l'origine de la
vie [140, 176], ainsi que pour 1’étude de matériaux extraterrestres et terrestres qui sont pos-
siblement analogues a la surface de Mars dans le but de découvrir des preuves de la présence
de processus biologiques [54, 198]. Des applications plus étendues de I'imagerie Raman, spé-
cialement I'imagerie Raman 3D, sont limitées en grande partie par la durée nécessaire pour
faire I'acquisition d’une seule image 2D, ce qui peut prendre de plusieurs dizaines de mi-
nutes jusqu’a plusieurs heures, et par la grande quantité de bruit de fond généré lorsque les
échantillons produisent de la fluorescence. Dans ce chapitre, je présenterai I'utilisation de la
microscopie “Stimualted Raman Scattering” (SRS) pour I'imagerie d’échantillons géologiques

dans le but de résoudre certains de ces problemes.
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Pour pallier les limitations de la microscopie Raman conventionnelle, nous démontrons
la preuve de concept de l'utilisation de la microscopie “Coherent Raman Scattering” (CRS)
comme outil d’imagerie d’échantillons géologiques [3]. Puisque la microscopie CRS est un
processus stimulé, 'efficacité du processus non-linéaire est plusieurs ordres de grandeur plus
élevée que la microscopie Raman [32, 45]. La microscopie CRS inclut les techniques de mi-
croscopie “Coherent Anti-Stokes Raman Scattering” (CARS) et “Stimulated Raman Scat-
tering” (SRS). Bien que la microscopie SRS ait plusieurs avantages par rapport a la micro-
scopie CARS, comme étre exempte de signal non-résonant provenant du mélange a quatre
ondes caractéristique de la microscopie CARS [62], le signal détecté en microscopie SRS
peut également contenir du signal non-résonant. Les différents effets produisant un signal
non-résonants sont présentés a la section 5.1. Pour ce chapitre, les signaux non-résonants qui
sont pertinents sont 'absorption des états excités (ESA) [49] et la lentille thermique (TL) [9].
Essentiellement, ’'ESA est I’absorption d’'un photon Stokes par une molécule, amenant cette
derniére a un état excité et favorisant ’absorption des photons pompe tandis que la TL est
causée par un changement de l'indice de réfraction du milieu par effet thermique, modifiant
la divergence du faisceau pompe. La plupart du temps, la TL est déphasée par rapport au
signal SRS et peut étre séparée du signal SRS en ajustant la phase de 'amplificateur a dé-
tection synchrone. L’ESA est, quant a elle, plus difficile & séparer du signal SRS puisqu’elle
est en phase avec ce dernier. Ce qui la distingue des autres signaux non-résonants et du
signal SRS est la durée de relaxation du premier état excité par le faisceau Stokes, qui est
relativement longue. Ceci permet la génération d’un signal non-résonant méme lorsque les

impulsions pompe et Stokes ne se chevauchent pas.

La microscopie SRS possede plusieurs avantages par rapport a la microscopie Raman
conventionnelle. Notamment, puisque la microscopie SRS est un processus stimulé plutot
que spontané, I'imagerie peut étre plusieurs ordres de grandeur plus rapide (ou plus sen-
sible) que la microscopie Raman. De plus, le signal SRS, de seconde harmonique (SHG) et
de fluorescence a deux photons (TPF) peuvent étre acquis simultanément, permettant une
imagerie multimodale de I’échantillon. De plus, puisque l'intensité du signal SRS dépend du

carré de l'intensité de la radiation incidents, le signal est généré seulement dans le volume
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focal, rendant cette technique intrinsequement confocale. Cette propriété de la microscopie
SRS permet également I'imagerie 3D de I’échantillon. Finalement, la microscopie SRS n’est
pas affectée par la fluorescence, ce qui est un désavantage majeur de la microscopie Raman
conventionnel. En effet, le signal SRS est détecté a la longueur d’onde du faisceau pompe,

qui est habituellement située dans le proche infrarouge.

La microscopie SRS et Raman sont toutes deux basées sur un contraste “chimique” a
cause de la résonance Raman. La microscopie SRS peut rapidement produire une image avec
un temps d’acquisition par pixel de 'ordre de la dizaine de microsecondes tandis que le temps
d’acquisition par pixel de la microscopie Raman est de ’ordre de la dizaine de millisecondes,
soit trois ordres de grandeur plus élevée [94]. De plus, la microscopie SRS possede une
excellente résolution 3D, avec une résolution en profondeur de l'ordre du micron [214]. Il est &
noter une différence majeure entre ces deux types d’imagerie. En effet, la microscopie SRS fait
I’acquisition de seulement un mode de résonance Raman par image tandis que la microscopie
Raman fait I'acquisition d’un spectre Raman entier. Egalement, la microscopie SRS est plus
complexe a implémenter puisqu’elle nécessite deux sources lasers femtosecondes et beaucoup
d’attention doit étre portée a la réduction du bruit électronique. Comme mentionné plus tot,
le signal SRS peut également étre accompagné par un signal non-résonant, ce qui peut réduire
la sensibilité de détection et étre faussement interprété comme un signal SRS. Pour éliminer
I’ambiguité entre le signal SRS et le signal non-résonant, le systéeme d’imagerie spectral
est idéal. En effet, il permet d’effectuer rapidement un balayage spectral d’un intervalle de
fréquences d’intérét et de confirmer que le signal acquis provient bel et bien d’un mode
Raman. Un mode de résonance Raman est le plus souvent distinctif par ses pics étroits,
tandis que le signal non-résonant apparait habituellement comme une bande tres large sur

le spectre SRS.

6.2 Préparation des échantillons

A T'exception d’un échantillon, tous les échantillons étudiés pour I'imagerie de minéraux

sont des sections minces de roches qui ont été utilisées auparavant dans 1’étude de 'accu-
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mulation de pétrole et de dépdét de minéraux métalliques. Les échantillons sont choisis pour
démontrer le potentiel de la microscopie SRS. L’échantillon WPA est composé de quartz
(Si02) contenant des inclusions de fluides [172] de méthane. Cet échantillon permet de dé-
montrer & la fois I'imagerie dans la région CH ainsi que dans les basses fréquences Raman (le
mode Raman de Si-O est 464 cm™!). Dans le but de distinguer deux minéraux chimiquement
différents dans un volume 3D, un échantillon de poudre de quartz et de calcite (CaCOs3) fixée
avec de la colle de cyanoacrylate est préparé. L’échantillon M-K5A contient de larges cris-
taux de quartz avec des microcristaux de quartz qui ont envahi une partie de I’échantillon.
Ceci teste la capacité multimodale (SRS et SHG) de notre microscope SRS, spécifiquement
la capabilité de la microscopie SRS a identifier les minéraux et la microscopie SHG a dé-
terminer simultanément la structure cristallographique du minéral. Les échantillons B-1 et
B-2 sont principalement composés de calcite, soit (B-1) sous la forme de roche sédimentaire
a grains fins avec des foraminiferes fossiles ou (B-2) sous la forme de larges cristaux en-
tourant de petits cristaux d’anhydrite (CaSOy). Ces deux échantillons permettent de tester
certains aspects spécifiques de I'imagerie spectrale de la microscopie SRS tels que le contraste

“chimique” et 'effet de la présence du signal non-résonant.

Pour I'étude de I'imagerie de matiere organique dans les minéraux, deux échantillons
sont utilisés. Le premier et un échantillon contenant des algues Prasinophycées Tasmanite
au stade de cyste [70]. L’échantillon provient du shale Huron datant de I’dge dévonien (il y a
environ 400 millions d’années) collecté dans 1’est de 'Ohio (Etats-Unis) depuis une carotte de
forage. Le second échantillon est une tranche polie de fluorite violette coupée parallelement
a une des faces cubiques du cristal. L’échantillon provient d’une mine située dans le sud de
I'Tllinois (Etats-Unis) [165]. Les inclusions de fluides contiennent du pétrole brut emprisonné
dans un défaut du cristal en croissance qui fut ensuite scellé lorsque le cristal a continué a
croitre. Le dépdt de minerai contenant ce cristal s’est formé durant le Permien, il y a environ

230 millions d’années.

Tous les échantillons sont préparés selon les méthodes standards de préparation d’échan-
tillons minces pour pétrographie, soit par des laboratoires universitaires ou des compagnies

commerciales. Les sections son polis et montées sur des lames de verre, soit avec une colle
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d’époxy ou de cyanoacrylate. L’épaisseur des échantillons varie entre 30 um et environ

100 pm.

6.3 Imagerie de minéraux

Le montage expérimental du microscope SRS utilisé pour les manipulations est présenté

au chapitre 4.

Le potentiel multimodal de notre montage de microscopie SRS est démontré aux fi-
gures 6.1 et 6.2. Ces figures montrent les images SRS et SHG de I’échantillon WPA, qui
est composé de quartz (SiOz) et d’inclusions de fluides riches en méthane (CHy), comme
présenté par I'image sur fond clair par transmission de lumiere de la figure 6.1(a). Le quartz
posséde un mode Raman étroit a 464 cm™! (mode vibratoire symétrique v;) tandis que le
méthane posséde un mode Raman & 2917 cm™' (mode vibratoire symétrique A;) [93, 177].
En ajustant la longueur d’onde du faisceau pompe a 798 nm, nous pouvons générer un signal
Raman a la fréquence du mode Raman du CH, et en ajustant la longueur d’onde a 992 nm
nous pouvons sonder le mode Raman du quartz . Ceci permet I'imagerie chimiquement spéci-
fique de I’échantillon en ciblant un mode Raman spécifique. Le résultat peut étre représenté
par une image composite ou les différentes couleurs représentent les différentes molécules
impliquées, comme le montre la figure 6.1(d). Cette figure montre en rouge le quartz tan-
dis que les inclusions de fluide contenant le méthane sont présentées en magenta. Plusieurs
inclusions de fluides peuvent étre repérées a différentes profondeurs telles que les montrent
les figures 6.1(e) et (f). Les spectres SRS sont présentés aux figures 6.1(b) et (c), montrant
clairement les modes de résonance Raman du méthane et du quartz respectivement. Ceci
confirme que le signal acquis provient bel et bien du CHy et du quartz. Il est a noter que
la technique utilisée pour l'acquisition des spectres SRS est présentée au chapitre 4. Les
spectres SRS sont générés a partir du signal SRS collecté dans les ROI désignées par les

cercles pointillés a la figure 6.1(d).
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FIGURE 6.1 — Echantillon WPA. (a) Image sur fond clair par transmission de lumiére d’un
échantillon de quartz contenant des inclusions de fluides riches en méthane. Le carré indique
la région imagée a 1'aide de la microscopie SRS. (b-¢) Spectre SRS (b) de méthane et (c) de
quartz acquis a 'aide de la technique d’imagerie spectrale. Les ROI utilisées pour mesurer
les spectres SRS sont présentées en (d). (d-f) Image SRS du quartz (rouge) et des inclusions
de fluide de méthane (magenta) a une profondeur de (d) 5, (e) 35 et (f) 53 pm a partir de
la surface de I’échantillon. I, = 30 mW, Is = 60 mW. Temps d’acquisition des images: 2 s.
Temps d’acquisition des spectres SRS: 9 min. Barre d’échelle: 20 pm. Image modifiée de [80].

Un des avantages que la microscopie SRS possede par rapport a la microscopie Raman
est sa rapidité relative a faire 'acquisition d’images 3D. Les figures 6.2(a) et (b) présentent
des images du volume 3D (112 x 112 x 68 pum) du signal SRS des inclusions de fluides (ma-
genta) et du quartz (rouge). Les figures montrent la position en 3D des inclusions de fluide
a l'intérieur de I’échantillon. 11 est a noter que les figures 6.1(d) a (f) et 6.2(b) montent la
présence de régions plus sombres se trouvant “derriere” les inclusions de fluide ou le signal
SRS est plus faible. Ceci est causé par une légere modification de la divergence des fais-
ceaux due a la propagation de ces derniers dans les inclusions de fluides, entrainant une

génération moins importante de signal SRS. Tandis que le signal SRS peut déterminer le
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volume occupé par le quartz en plus de chimiquement identifier ce dernier, il ne fournit pas
d’informations supplémentaires sur sa structure locale. Aux figures 6.2(c) et (d), nous mon-
trons des images du volume 3D du signal SRS provenant des inclusions de fluides contenant
du méthane (2917 cm™!) en magenta et du signal SHG provenant du quartz en bleu. Ces
images montrent que la distribution spatiale du signal SHG produit par le quartz est tres
différente du signal SRS de ce dernier visible aux figures 6.2(a) et (b). Puisque le quartz est
un matériau non-centrosymétrique, sa structure permet la génération d’un signal de seconde
harmonique. Toutefois, dans un matériau uniforme, a cause du déphasage de Gouy, la plus
grande partie du signal de seconde harmonique est annulé par interférence destructive [184].
En effet, le déphasage de Gouy provoque le signal SHG généré devant et derriere le plan focal
a étre déphasé I'un par rapport a l'autre, annulant le signal SHG par interférence destructive.
Toutefois, a une interface ou un plan de macle, il se produit une rupture de la symétrie du
matériau au plan focal et le signal SHG généré n’est plus annulé par interférence destructive,
permettant la détection de signal SHG. La microscopie SHG peut ainsi fournir des infor-
mations a propos de la structure locale du cristal tel que la présence de plan de macles et
leur orientation, ce qui est complémentaire aux informations que fournit la microscopie SRS.
L’imagerie multimodale en utilisant la microscopie CARS dans des inclusions de méthanes
combinée a la microscopie SHG du quartz est présentée dans une autre publication [20].
Ceci est la premiere fois a notre connaissance que la microscopie SRS et SHG du quartz est

utilisée simultanément dans des échantillons géologiques.

Une des applications possibles de la microscopie SRS est I'imagerie de plusieurs types
de minéraux dans le but de les distinguer dans un volume imagé. La figure 6.3 montre
les résultats de I'imagerie de poudre de quartz en rouge et de la calcite (CaCOs3) en vert
dont la taille des grains varie entre quelques microns et quelques centaines de microns. La
poudre est fixée avec de la colle cyanoacrylate. Etant donné la nature non-linéaire de la
microscopie SRS, le signal SRS est formé seulement au point focal, permettant une haute
résolution des images en 3D de I’échantillon. La calcite et le quartz possedent chacun un
mode Raman trés étroit & 1088 cm™! (mode vibratoire symétrique A, du CO3? [175]) et

465 cm™! respectivement, comme présenté par leur spectre SRS aux figures 6.3(b) et (c).
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FIGURE 6.2 — Echantillon WPA. (a) Vue de devant et (b) vue orthogonale du volume 3D du
signal SRS provenant du quartz (rouge) et des inclusions de fluide contenant du méthane
(magenta) de ’échantillon présenté a la figure 6.1. (c) Vue de devant et (d) vue orthogonale
du volume 3D du signal SHG provenant du quartz (bleu) et du signal SRS provenant des
inclusions de fluide de méthane (magenta). I, = 30 mW, Ig = 60 mW. Temps d’acquisition
des images 3D: 28 min par longueur d’onde du faisceau pompe. Image modifiée de [80].

Les figures 6.3(d) et (e) montrent une sous-région de la ROI présentée a la figure 6.3(a) a
deux différents angles de vue dans le but de démontrer la capacité de la microscopie SRS
a imager en 3D avec une bonne résolution. Nous démontrons ainsi que des petits cristaux
de quartz et calcite de quelques microns de diametre peuvent étre résolus spatialement et

identifiés chimiquement.
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FIGURE 6.3 — Poudre de calcite et de quartz. (a) Image du volume 3D du signal SRS de
poudre de calcite (vert) et de quartz (rouge) fixée a I'aide de cyanoacrylate. La ROI imagée
est de 300 x 300 x 100 pm. Le carré bleu désigne la sous-région présentée en (d) et (e). (b)
Spectre SRS de la calcite. (c) Spectre SRS du quartz. (d-e) Images du volume 3D de la poudre
de calcite (vert) et de quartz (rouge) affiché dans une vue (d) de devant et (e) orthogonale.
» =40 mW, Iy = 80 mW. Temps d’acquisition des images 3D: 27 min par longueur d’onde
du faisceau pompe. Temps d’acquisition des scans SRS : 7 min. Barres d’échelles: 50 pum.
Image modifiée de [80].

La microscopie multimodale SRS peut étre utilisée pour étudier différentes structures a
I'intérieur du volume d’une ROI et fournir des informations sur sa formation. En utilisant
I’échantillon M-K5A a la figure 6.4, nous présentons des images d’un échantillon de quartz

provenant d’un gisement de minerai métallique a I'intérieur duquel un cristal relativement
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FIGURE 6.4 — Echantillon M-K5A. (a) Tmage sur fond clair par transmission de lumiére d’un
échantillon de quartz. La ligne pointillée marque la frontiére d’un large cristal qui est envahi
par des grains fins de quartz chalcédonite. (b) Image multimodale montrant le signal SRS
(rouge) et SHG (bleu) a la surface de 'échantillon. La barre d’échelle est de 100 um. (c)
Spectre SRS du quartz acquis a ’aide de la technique d’imagerie spectrale de la microscopie
SRS. La ROI utilisée pour la mesure est l'intégralité de I'image en (b). Image (d) de la
vue de devant et (e) de la vue orthogonale du volume 3D du signal SHG montrant des
plans de macles du Brésil allongés a l'intérieur d’un large cristal et les frontieres de grain
de microcristaux individuels a U'intérieur de la calcédoine. (f) Image de la vue orthogonale
du volume 3D du signal SRS provenant du quartz. I, = 50 mW, Ig = 100 mW. Temps
d’acquisition de I'image en (b): 4 s. Temps d’acquisition du scan SRS en (c¢): 5 min. Temps
d’acquisition des images 3D: 10 min. Image modifiée de [80].

large de quartz est envahi par des grains fins de quartz chalcédonite. L’image sur fond clair
par transmission de lumiére de la ROI est présentée a la figure 6.4(a) et le spectre SRS
acquis sur la ROI en entier est présenté a la figure 6.4(c). A la figure 6.4(b), nous présentons
une image de la surface du volume 3D acquis ou le signal SRS est affiché en rouge et le

signal SHG en bleu. Alors que le signal SRS provenant du quartz est présent sur tout la
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ROI, le signal SHG est généré seulement a des régions spécifiques. Les figures 6.4(d) et (e)
montrent le signal SHG du volume 3D de la ROI. Ces images permettent de révéler les
différentes particularités cristallographiques de 1’échantillon. Du c¢6té gauche des images, le
signal SHG révele des plans de macles du Brésil allongés tandis qu’au co6té droit des images,
I’apparence granulaire du signal SHG est causée par les différentes orientations optiques des
microcristaux composant la chalcédonite. Ces structures ne sont pas visibles lorsque nous
utilisons seulement la microscopie SRS (figure 6.4(f)) puisque ce dernier montre seulement

le volume occupé par le quartz.

Contrairement a la microscopie CARS, la microscopie SRS n’est pas affectée par le signal
non-résonant causé par le mélange a quatre ondes qui réduit la sensibilité de détection et dé-
forme le spectre Raman. Toutefois, d’autres types de signaux non-résonants peuvent affecter
I'imagerie SRS. En principe, il y a quatre sources possibles de signal non-résonant en micro-
scopie SRS: la lentille thermique (TL), la modulation de phase croisée (XPM), 'absorption
a deux photons (TPA) [9] et 'absorption a I'état excité (ESA) [49]. Une revue de ces types
de bruits non-résonants est présentée & la section 5.1. A la figure 6.5, nous présentons des
images SRS de ’échantillon B-1, un foraminifere fossilisé a l'intérieur d’un échantillon riche
en calcite, qui est affecté par la présence de signal non-résonant. La longueur d’onde du laser
pompe est ajustée & 934 nm pour sonder le mode Raman de la calcite 8 1088 cm™!. L’image
sur fond clair par transmission de lumiere a la figure 6.5(a) montre la ROI utilisée pour
Panalyse. A la figure 6.5(b), nous présentons une image SRS non traitée de la ROI dont les
longueurs d’onde laser sont ajustées pour sonder le mode Raman de la calcite a 1088 cm™?.
Nous pouvons observer sur I'image la présence de régions montrant un signal élevé. Nous
pourrions croire que ce signal provient de la calcite puisque nous sondons 1’échantillon a une
fréquence de 1088 cm™~!. Toutefois, comme mentionnée précédemment, cette image contient
a la fois du signal SRS résonant et du signal non-résonant. Ces deux signaux ne sont pas
distinguables en utilisant seulement une analyse de l'intensité. L’identification chimique de
la calcite a l'intérieur de la ROI peut étre effectuée en faisant 1’acquisition du spectre SRS
par balayage spectral, comme présenté aux figures 6.5(c) et (d). Les sous-régions utilisées

pour produire les spectres SRS sont identifiées a la figure 6.5(b). Le spectre SRS de la fi-
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FIGURE 6.5 — Echantillon B-1. (a) Image sur fond clair par transmission de lumiére d’un
foraminifere fossilisé & I'intérieur d’un échantillon riche en calcite. (b) Image SRS non traité
de I’échantillon de calcite montrant le signal SRS résonant provenant de la calcite ainsi que
le signal non-résonant. (c-d) Spectre SRS (c) de la calcite et (d) du signal non-résonant. Les
ROI utilisées pour les mesures sont montrés en (b) ot le cercle rouge désigne la région utilisée
pour mesurer le signal SRS et le cercle magenta désigne la région utilisée pour mesurer le
signal non-résonant. (e) Image SRS dont la fréquence Raman ajustée & 1040 cm™" (hors de
la résonance du mode Raman de la calcite) montrant seulement le signal non-résonant. (f)
Soustraction des images (b) et (e) montrant seulement le signal SRS résonant provenant de la
calcite. (g) Image composite de (e) et (f) montrant le signal SRS résonant de la calcite (vert)
et le signal non-résonant (gris). Pour une meilleure visualisation des images, la luminosité
du signal SRS de la calcite pour les images (f) et (g) est multipliée par un facteur de deux.
I, = 30 mW, Ig = 60 mW. Temps d’acquisition des images SRS: 4 s. Temps d’acquisition
des spectres SRS: 8 min. Les barres d’échelles sont de 50 pm. Image modifiée de [80].

1 confirmant la présence de calcite &

gure 6.5(c) montre un pic étroit centré & 1088 cm™
cet endroit. Au contraire, le spectre tres large de la figure 6.5(d) révele une réponse prin-
cipalement non-résonante qui ne peut provenir de la calcite. Ce signal non-résonant peut
étre causé soit par la TL, la XPM, la TPA, ou I'ESA. Etant donné I'asymétrie du spectre

du signal non-résonant et le fait qu’il y ait une faible décroissance de l'intensité du signal
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dans la partie gauche du spectre qui s’étend au-dela de l'intervalle de fréquences ou il y a
chevauchement des impulsions pompe et Stokes, il est fort probable que, dans ce cas-ci, le
signal non-résonant soit causé par 'ESA. Nous pouvons utiliser le contraste spectral de notre
montage de microscopie SRS pour séparer le signal non-résonant du signal SRS a l'intérieur
de l'image. En déplacant la platine de translation pour modifier la fréquence Raman que
nous sondons d’environ 50 cm™!, le signal SRS de la calcite disparait tandis que le signal
non-résonant demeure inchangé (voir figure 6.5(e)). Cette figure présente le contraste d’ima-
gerie du signal non-résonant seulement. En soustrayant 'image SRS a la fréquence Raman
de la calcite (1088 cm™! & la figure 6.5(b)) et 'image SRS hors de la résonance de la calcite
(1040 cm™ & la figure 6.5(e)), nous obtenons une image qui affiche seulement le signal SRS
provenant de la calcite, tel que présenté a la figure 6.5(f). La figure 6.5(g) montre une image
composite de la ROT avec le signal SRS résonant de la calcite affichée en vert et le signal non-
résonant affiché en gris, contrastant les différentes caractéristiques de chaque signal. Cette
étude démontre I'importance de 'imagerie spectrale en microscopie SRS puisqu’il permet
de balayer rapidement le spectre Raman pour confirmer 'identité chimique des échantillons
étudiés. L’imagerie SRS par un seul point spectral (c’est-a-dire & une fréquence Raman fixe)
ne serait pas capable d’identifier la distribution spatiale de la calcite dans I’échantillon et de

séparer le signal non-résonant provenant de 'ESA.

La microscopie SRS par balayage spectral est également un outil utile pour distinguer
des minéraux dont les modes Raman ont une fréquence relativement pres I'un de 'autre. La
figure 6.6 montre les images de ’échantillon B-2 qui contient de petits cristaux d’anhydrite
(CaS0,) intégrés dans un cristal de calcite (CaCOs). A la figure 6.6(a), nous présentons une
image sur fond clair par transmission de lumiere de la ROI utilisée pour 'analyse. Puisque la
calcite et ’anhydrite ont un mode Raman & moins de 100 cm ™! I'un de I'autre, nous pouvons
rapidement balayer le spectre Raman dans cet intervalle en utilisant la fonction d’imagerie
spectrale de notre montage. Pour ce faire, nous ajustons la longueur d’onde du laser pompe
a4 937 nm de telle sorte que les deux modes Raman de la calcite (1088 cm™!) et anhydrite
(1017 em™!, provenant du mode vibratoire symétrique v; [108]) peuvent étre détectés en

balayant rapidement les fréquences Raman en variant le délai temporel entre les impulsions
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FIGURE 6.6 — Echantillon B-2 contenant des cristaux d’anhydrites isolées dans un large
cristal de calcite. (a) Image sur fond clair par transmission de lumiére de I’échantillon. Le
carré représente la ROI imagée par le microscope SRS. (b) Image SRS de ’échantillon ou la
calcite est montrée en vert et 'anhydrite est affichée en cyan. La longueur d’onde du faisceau
pompe est ajustée a 937 nm et le délai entre les impulsions pompe et Stokes est ajusté pour
sonder la fréquence Raman de la calcite & 1088 cm ™ ou la fréquence Raman de 'anhydrite &
1017 em™. (c) Spectre SRS des ROI présentées en (b). Les deux spectres sont acquis lors d'un
seul balayage spectral SRS. Pour une meilleure visualisation, les spectres sont normalisés
de telle sorte que leur intensité maximale est la méme. (d) Image SRS de la projection
maximale de 'intensité du volume acquis. Le signal provenant du canal Y de I'amplificateur
a détections synchrone est affiché en gris et représente le signal non-résonant provenant de
la lentille thermique. (e) Image de la vue orthogonale du volume 3D de la ROI contenant
le signal SRS de la calcite et de 'anhydrite. (f) Image de la vue orthogonale du volume
3D de la ROI présentant seulement le signal SRS provenant de I’anhydrite. I, = 20 mW,
Is = 40 mW. Temps d’acquisition des images SRS: 4s. Temps d’acquisition des spectres
SRS: 9 min. Temps d’acquisition des images 3D: 20 minutes par longueur d’onde du faisceau
pompe. Les barres d’échelles sont de 50 um.

pompe et Stokes. A la figure 6.6(b), nous présentons une image SRS composite ou le signal
SRS résonant provenant de la calcite est présenté en vert et le signal SRS provenant de
I’anhydrite est présenté en cyan. Les spectres Raman des deux sous-régions désignées par les

cercles pointillés a la figure 6.6(b) sont présentés a la figure 6.6(c). La figure 6.6(d) montre
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une projection de l'intensité maximale du volume de 1’échantillon, permettant d’obtenir une
meilleure image de la forme des cristaux d’anhydrite. Le signal en gris montre le signal
provenant du canal Y de I'amplificateur a détection synchrone. Ce canal est déphasé par
rapport au canal X qui est utilisé pour acquérir le signal SRS (voir section 4.3.4). Le signal
provenant du canal Y est le signal non-résonant provenant de la lentille thermique (TL).
Etant donné que le signal non-résonant provenant de la TL est généralement déphasé par
rapport au signal SRS, utiliser un amplificateur a détection synchrone permet de séparer ce
signal non-résonant du signal SRS [135]. Le signal de TL est créé par de petites particules
présentes dans 1’échantillon qui absorbent la lumiere et chauffent localement 1’échantillon.
Nous notons que le signal provenant de la TL peut apparaitre dans le canal du signal SRS
(canal X) et étre faussement interprété comme de petits cristaux d’anhydrite. Encore une
fois, un balayage spectral permet d’identifier sans ambiguité la validité du signal SRS acquis.
La figure 6.6(e) montre le volume 3D du signal SRS de la calcite et de I'anhydrite tandis
que la figure 6.6(f) montre le volume 3D provenant du signal SRS de I"anhydrite seulement,

permettant de bien identifier la forme et les frontieres des cristaux.

A ce point dans la discussion, une comparaison entre le temps d’acquisition de la microsco-
pie SRS et la microscopie Raman devrait étre adressée. Le temps d’imagerie en microscopie
Raman se situe habituellement entre plusieurs dizaines de minutes et quelques heures. Un
microscope Raman moderne nécessite plusieurs heures pour faire 'acquisition d’une image
de 250 x 250 pixels avec un temps d’intégration d’au moins 0, 02 s pour chaque pixel [94]. Ces
images ont l'avantage de contenir un spectre Raman complet a chaque pixel. Pour obtenir
le méme résultat en utilisant la microscopie SRS, une quinzaine de spectres seraient néces-
saires et le temps d’acquisition approcherait celui de la microscopie Raman conventionnelle.
Toutefois, la microscopie SRS offre plusieurs autres options d’imagerie plus rapides telles que
I'imagerie spectrale rapide d'une section précise du spectre Raman ou l'imagerie tres rapide
d’une région a une fréquence Raman fixe. Cette derniére possibilité permet I'imagerie d'un
volume 3D en quelques minutes, ce qui n’est pas possible en microscopie Raman convention-

nelle. L’imagerie rapide d’une section spécifique du spectre Raman peut rapidement se faire



Chapitre 6. Application de la microscopie SRS a I'imagerie d’échantillons géologiques 145

dans un intervalle de temps se situant entre 5 et 10 minutes pour un intervalle de fréquence

d’environ 150 cm™!.

6.4 Imagerie de matiere organique

L’imagerie par microscopie SRS de matiéres organiques dans les échantillons géologiques
présente une difficulté supplémentaire par rapport a l'imagerie de minéraux. En effet, les
minéraux ont souvent un spectre Raman composé seulement d’'un mode Raman tres étroit
tandis que les matieres organiques ont souvent des modes Raman tres larges ou sont compo-
sées de plusieurs modes Raman tres pres les uns des autres. Ceci rend 'acquisition de spectres
SRS plus difficile puisque, pour une longueur d’onde du faisceau pompe donné, I’acquisition
d'un spectre SRS est limitée & un intervalle d’environ 150 cm™!. Qui plus est, puisque les
spectres Raman sont acquis par la corrélation croisée de deux impulsions gaussiennes, la
forme des spectres acquis est déformée. De plus, dans la région des “fingerprints”, plusieurs
modes Raman peuvent étre présents sur un intervalle se situant entre 800 et 1700 cm™!. Il
est ainsi nécessaire d’améliorer la méthode d’acquisition des modes Raman par rapport a
ce qui est présenté a la section 6.3 dans le but de (i) faire I'acquisition de spectres Raman
sur un plus grand intervalle de fréquences et (ii) calibrer I'intensité des différents spectres
dans le but de mieux refléter la forme et l'intensité relative des différents modes Raman
détectés. Nous avons ainsi construit une interface graphique sur Matlab permettant de faire
automatiquement 'acquisition de plusieurs balayages spectraux a plusieurs longueurs d’onde
du faisceau pompe. Cette interface graphique permet de faire ’'acquisition d’'un maximum
de 12 balayages spectraux. Pour calibrer I'intensité des balayages spectraux, nous faisons
I’acquisition du signal de TPF provenant de la fluorescéine dont la forme de I'intensité lors
d’un balayage spectral est semblable a celui de la corrélation croisée des faisceaux pompe et
Stokes. Le signal SRS collecté est ainsi divisé par le signal de TPF pour obtenir une courbe

d’intensité plus pres de la réalité.

Pour faire la preuve de concept de 'acquisition d'un large spectre SRS dans la région des

“fingerprints”, nous avons fait l'acquisition d'un spectre SRS d’huile minérale qui contient
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FIGURE 6.7 — Spectre SRS de 'huile minérale dans la région des “fingerprints”. (a) Spectre
SRS entre 800 et 1700 cm ™! montrant les différents balayages spectraux acquis aux différentes
longueurs d’onde du faisceau pompe. (b) Spectre SRS reconstruit a partir des différents
balayages spectraux présentés en (a) et mis bout a bout. I, = 50 mW, Ig = 100 mW. Temps
d’acquisition du spectre SRS: 71 min.

plusieurs modes de résonance Raman dans cette région. Le spectre est présenté a la figure 6.7.
La figure 6.7(a) montre les huit balayages spectraux individuels acquis a différentes longueurs
d’onde du faisceau pompe. La longueur de chaque spectre est finement ajustée pour couper
les extrémités des spectres ou le bruit est trop important. Le décalage en hauteur est éga-
lement finement ajusté pour que les différents spectres se rejoignent a leurs extrémités. La
combinaison de ces différents spectres est présentée a la figure 6.7(b) pour former un spectre

qui s’étend sur plus de 900 cm ™.

La figure 6.8 montre les spectres SRS d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite.
Cet échantillon génere également beaucoup de signaux non-résonants causés par ’ESA autour
de T’échantillon d’algues. Ce type de signal non-résonant varie tres lentement par rapport
a la position de la platine de translation. La figure 6.8(a) montre I'image du signal SRS a
la fréquence de résonance de I'algue (2867 cm™!). La figure 6.8(b) montre I'image du signal
SRS hors de la résonance de l'algue ou le signal SRS provenant de l'algue est beaucoup
plus faible tandis que le signal provenant de 'ESA est toujours présent. La figure 6.8(c)
présente la soustraction des images (a) et (b), montrant le signal SRS provenant purement

de l'algue. Il est a noter une ligne au centre de ’algue produit un signal plus élevé que le
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FIGURE 6.8 — Images SRS d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite. (a) Image
SRS & 2867 cm ™! montrant le signal résonant provenant de I'algue ainsi que le signal non-
résonant provenant de 'ESA. (b) Image SRS & 2792 cm™! ot le signal SRS provenant de
'algue a disparu, mais le signal non-résonant est toujours visible. (¢) Soustraction des images
en (a) et (b) ou le signal non-résonant est soustrait, mais le signal SRS résonant provenant de
'algue est toujours bien visible. (d) Images SRS montrant les régions utilisées pour construire
les spectres SRS en (e) (vert) et (f) (bleu). (e) Spectre SRS brut de 'algue de la région
indiquée en (d). Les lignes pointillées montrent les fréquences ou les images en (a) et (b) ont
été acquises. (f) Spectre SRS du signal non-résonant causé par I'ESA de la région indiquée en
(d). Les lignes pointillées montrent les fréquences ot les images en (a) et (b) ont été acquises.
I, = 15 mW, Ig = 30 mW. Temps d’acquisition des images: 4 s. Temps d’acquisition des
spectres SRS: 8 min. Barre d’échelle: 50 pum.

signal SRS de l'algue. Cette ligne disparait a la figure 6.8(c), indiquant que ce signal est
produit par I'ESA. La figure 6.10(a) laisse supposer que ce signal provenant de 'ESA est
produit par des particules plus foncées dans I’échantillon qui absorbe une partie de I’énergie
du faisceau Stokes. Les figures 6.8(e) et (f) montrent les spectres SRS des régions indiqués a la
figure 6.8(d). La figure 6.8(f) montre la forme asymétrique du spectre indiquant que le signal

non-résonant est produit par 'ESA. Le spectre SRS de 'algue a la figure 6.8(e) montre qu’'une
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partie du signal collecté est générée par 'ESA. Ce spectre SRS montre également un mode
Raman quelque peu étroit a 2867 cm~!. Puisque plusieurs types de matiéres organiques ont
des spectres Raman tres larges dans la région CH, il est possible que I'intervalle de fréquences
que nous pouvons sonder sans changer la longueur d’onde du faisceau pompe implique que le
spectre Raman dans la région CH ne peut pas étre completement acquis par un seul balayage
spectral. Ainsi, plusieurs balayages spectraux sont nécessaires pour obtenir la forme complete

du spectre SRS de I'algue dans la région CH.

Les figures 6.9(a) et (b) montrent le spectre SRS de ’échantillon d’algues dans la ré-
gion CH. La figure 6.9(a) montre les différents balayages spectraux SRS acquis a plusieurs
longueurs d’onde du faisceau pompe utilisé pour reconstruire le spectre SRS et celui-ci est
reconstruit en calculant la moyenne de ces balayages spectraux, tel que présenté a la fi-
gure 6.9(b). Puisque la résolution spectrale de la méthode d’imagerie spectrale est moindre
qu’en microscopie Raman conventionnelle (~ 25 cm™1), il est possible que plusieurs modes
de résonance Raman fusionnent pour former un spectre Raman tres large avec des modes Ra-
man vaguement distinguables. Ainsi, nous pouvons distinguer ce qui semble étre trois modes
de résonance Raman a ~ 2860 cm™! (qui peut étre visible par 'épaulement & la gauche du
spectre), ~ 2915 cm~! (mode principal visible) et ~ 3040 cm™! (faible épaulement & droite
du spectre). Le spectre SRS dans la région des “fingerprints” est également acquis et est
présenté aux figures 6.9(c) et (d). La figure 6.9(c) montre huit balayages spectraux utilisant
huit longueurs d’onde différentes tandis que la figure 6.9(d) montre le spectre SRS recons-
truit a partir des balayages spectraux SRS de la figure 6.9(c). Quatre modes Raman distincts
sont visibles sur ce spectre SRS a 1096, 1306, 1440 et 1609 cm~!. Entre 800 et 1000 cm™!,
aucun mode Raman n’est visible. Il est toutefois possible que certains modes Raman soient

présents, mais le bruit est trop important pour qu’ils soient détectables.

La figure 6.10 montre plusieurs types de signaux acquis par notre microscope multimodal
et provenant de différents éléments de 1’échantillon. La figure 6.10(a) montre une image sur
fond clair par transmission de lumiere de la ROI tandis que la figure 6.10(b) montre le signal
de TPF de I’échantillon. La source principale de TPF provient de 'algue en tant que telle. Il

est a noter que ce signal de TPF fait en sorte que la microscopie Raman ne peut étre utilisée
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FIGURE 6.9 — Spectres SRS d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite. (a) Spectre
SRS dans la région CH montrant les différents balayages spectraux utilisés aux différentes
longueurs d’onde du faisceau pompe. (b) Spectre SRS reconstruit a partir des balayages
spectraux en (a) mis bout a bout. (c¢) Spectre SRS dans la région des “fingerprints” montrant
les différents balayages spectraux utilisés aux différentes longueurs d’onde du faisceau pompe.
(d) Spectre SRS reconstruit a partir des balayages spectraux de (c) mis bout a bout. (e)
Spectre SRS de la calcite dans la région indiquée par un cercle a la figure 6.10(b). (f) Spectre
SRS du quartz présent dans ’échantillon. I, = 30 mW, Iy = 50 mW. Temps d’acquisition
des spectres: (a-b) 17 min, (c-d) 71 min, (e) 9 min, (f) 5 min.
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FIGURE 6.10 — Images d’un échantillon d’algues Prasinophycées Tasmanite. (a) Image sur
fond clair par transmission de lumiere de 1’échantillon. (b) Image du signal de TPF montrant
le signal produit par 'algue. (¢) Image de seconde harmonique montrant le signal SHG
produit par le quartz. (d) Image SRS montrant le signal produit par un cristal de calcite
(région indiquée par le cercle). (e) Image du signal déphasé par rapport au signal SRS
montrant le signal généré par le processus de TL. (f) Image composite des images (b) a (e).
I, =10 mW, Iy = 20 mW. Temps d’acquisition des images: 4 s. Barre d’échelle: 50 pm.

sur cet échantillon puisqu’il crée un bruit de fond qui rend l'acquisition du signal Stokes
impossible. La microscopie SRS (ou CARS) devient ainsi la seule maniere de détecter les
modes Raman dans ’échantillon. La figure 6.10(c) montre le signal SHG provenant de petits
cristaux de quartz. La présence de quartz est également démontrée en faisant l'acquisition
du spectre SRS du quartz dans la ROI, ce qui est présenté a la figure 6.9(f). Un cristal
de calcite est également présent en dessous de l'algue. Il est présenté a la figure 6.10(d)
dans la région indiquée par le cercle pointillé. Le spectre SRS de la calcite dans la ROI est
présenté a la figure 6.9(e). La figure 6.10(e) montre une image du signal déphasé par rapport
au signal SRS et est collectée a partir du canal Y de I'amplificateur a détection synchrone

(voir section 4.3.4). Le signal présenté sur cette image provient principalement du signal de
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TL, qui est la plupart du temps déphasé par rapport au signal SRS [135]. La figure 6.10(e)
montre la combinaison des images aux figures 6.9(b) & (e) et permet de mieux visualiser la

superposition des différents signaux.
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FIGURE 6.11 — Images d'une inclusion de fluide composée de pétrole brut dans un échantillon
de fluorite. (a) Image sur fond clair par transmission de lumiere de I’échantillon. (b) Image
SRS de l'inclusion de fluide. Le cercle vert indique la région utilisée pour produire le spectre
SRS en (d) et la région indiquée par la ligne pointillée blanche indique la région utilisée pour
produire les spectres SRS a la figure 6.12. (¢) Image de TPF de l'inclusion de fluide. (d)
Spectre SRS de la bulle de gaz dans l'inclusion de fluides. I, = 30 mW, Ig = 60 mW. Temps
d’acquisition des images: 4 s. Temps d’acquisition du spectre SRS: 8 min. Barre d’échelle:
20 pm.

La figure 6.11 présente les images du signal SRS et du signal de TPF d’une inclusion

de pétrole brut présente dans un échantillon de fluorite. La figure 6.11(a) présente une



152

image sur fond clair par transmission de lumiere de 'inclusion de fluide. Cette inclusion est
principalement composée de liquides (pétrole brut), mais nous pouvons observer une bulle de
gaz au centre de I'inclusion. La figure 6.11(b) présente une image du signal SRS provenant
de l'inclusion de fluides & la fréquence Raman de 2915 cm™!. Bien que la majorité du signal
provienne du liquide contenu dans l'inclusion de fluide, il semble quun faible signal soit
également présent dans la bulle de gaz de I'inclusion. Le spectre SRS de la bulle de gaz dans
la région incluse dans le cercle vert est présenté a la figure 6.11(d). Ce spectre SRS semble
indiquer la présence de méthane qui est caractérisé par un mode de résonance Raman a
2917 em™!. La figure 6.11(c) présente le signal de TPF de I'inclusion de fluide. Nous voyons
que la TPS est principalement générée par le pétrole contenu dans l'inclusion de fluides.
Encore une fois, a cause de la fluorescence générée par I’échantillon, I'imagerie spectrale de

cet échantillon ne pourrait étre faite en utilisant la microscopie Raman.

La figure 6.12 montre les spectres SRS de I'inclusion de fluide dans la région CH et dans la
région des “fingerprints”. La région utilisée pour I'analyse est indiquée par la ligne pointillée
blanche de la figure 6.11(b). La figure 6.12(a) présente les différents balayages spectraux
utilisés pour reconstruire le spectre SRS acquis a différentes longueurs d’onde du faisceau
pompe. Le spectre SRS reconstruit en faisant la moyenne des différents balayages spectraux
est présenté a la figure 6.12(b). Ce spectre semble indiquer la présence de deux modes de
résonance principaux a ~ 2871 et ~ 2905 cm~!. Contrairement & I’échantillon d’algues, ce
spectre SRS ne semble pas indiquer la présence de faibles modes de résonance Raman aux
alentours des modes principaux. L’augmentation du signal SRS a < 2750 cm™! est due a une
augmentation du bruit causée par la normalisation du signal SRS. La figure 6.12(c) montre
les différents balayages spectraux a différentes longueurs d’onde du faisceau pompe dans la
région des “fingerprints”. Huit spectres sont présentés et couvrent un intervalle de pres de
1000 cm™!. Le spectre SRS reconstruit a partir de ces balayages spectraux est présenté a
la figure 6.12(d). Quatre modes de résonances Raman sont visibles sur ce spectre a 1096,
1379, 1450 et 1618 cm™'. Le mode Raman & 1450 cm~! est beaucoup plus intense que les
autres modes Raman. Cet échantillon provient d’une région ou de I’huile riche en alcanes

(des hydrocarbures saturés) est commercialement extraite. L’huile minérale, dont le spectre
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FIGURE 6.12 — Spectre SRS d’une inclusion de fluide composée de pétrole brut dans un
échantillon de fluorite. (a) Spectre SRS dans la région CH montrant les différents balayages
spectraux utilisés aux différentes longueurs d’onde du faisceau pompe. (b) Spectre SRS
reconstruit en moyennant 'intensité des balayages spectraux présentés en (a). (c) Spectre
SRS dans la région des “fingerprints” montrant les différents balayages spectraux utilisés aux
différentes longueurs d’onde du faisceau pompe. (d) Spectre SRS reconstruit en prenant les
spectres en (c) pour les mettre bout a bout. I, = 30 mW, Ig = 60 mW. Temps d’acquisition
des spectres: (a-b) 31 min, (c-d) 71 min.

SRS est présenté a la figure 6.7, est principalement composée d’alcane et montre un mode
Raman trés fort & 1450 cm™!. 11 est possible que ce mode Raman indique la présence d’alcane

dans cette inclusion de fluide.

La figure 6.13 montre le potentiel de la microscopie SRS a enregistrer des volumes en trois

dimensions. Les figures 6.13(a) et (b) montrent les vues de devant et de c6té du volume 3D
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FIGURE 6.13 — Volume 3D d’une inclusion de fluide composée de pétrole brut dans un
échantillon de fluorite. (a) Vu de devant et (b) de c6té du volume 3D du signal de TPF
d’une inclusion de fluide contenant de 'huile. (¢) Vu de devant et (d) de coté (d) du volume
3D du signal SRS de l'inclusion de fluide. Le volume acquis est de 112 x 112 x 40 um et le
temps d’acquisition est de 4 min. [, = 20 mW, Ig = 40 mW.

du signal de TPF tandis que les figures 6.13(c) et (d) présentent les vues de devant et de coté
du signal de SRS a la fréquence Raman de 2915 cm ™. Ces images permettent de bien voir la
forme en trois dimensions de I'inclusion de fluide. La forme de I'inclusion provient des faces

“négatives” du cristal de fluorite. Les différents petits points présents aux figures 6.13(c) et
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(d) en dehors de l'inclusion de fluide sont des impuretés dans I’échantillon qui produisent du

signal non-résonant.

Imager de la matiére organique en utilisant la microscopie SRS pose certains défis supplé-
mentaires par rapport a I'imagerie de minéraux. Premierement, ces types d’échantillons ont
une plus grande facilité a bruler et ainsi, la puissance des lasers pompe et Stokes ne doit pas
étre trop élevée. Ceci limite la sensibilité de détection du systeme de microscopie puisque le
signal généré est moins élevé. Par exemple, le méthane présent dans I'inclusion de fluide a la
figure 6.11 est tres faible par rapport en bruit ambiant. Ensuite, spécialement dans la région
CH, plusieurs modes de résonance Raman sont tres larges et ne peuvent étre complétement
résolus en effectuant un seul balayage spectral puisque l'intervalle de fréquences qui peut
étre acquis est trop faible. Ainsi, plusieurs spectres SRS doivent étre acquises a différentes
longueurs d’onde du faisceau pompe, augmentant la durée d’acquisition et la complexité
de I'analyse des images. Pour résoudre partiellement ce probleme, des interfaces graphiques
furent construites sur Matlab dans le but de (i) réduire le nombre de commandes manuelles
nécessaire pour faire 'acquisition d’un spectre SRS et (ii) faciliter le traitement des images.
De plus, a cause de la largeur des modes Raman et de la corrélation entre le délai temporel
entre les faisceaux pompe et Stokes et 'intensité du signal pouvant étre généré, les spectres
SRS se trouvent souvent déformés. Pour résoudre ce probleme, nous faisons également 1’ac-
quisition du signal de TPF de la fluorescéine en fonction du délai temporel. L’intensité du
signal de TPF de celle-ci est semblable a I'intensité de la corrélation croisée entre les fais-
ceaux pompe et Stokes. Le balayage spectral SRS est ensuite divisé par le signal de TPF en
fonction du délai temporel pour obtenir le signal SRS normalisé en intensité. Un autre pro-
bleme dont nous faisons face en imageant de la matiere organique est la présence de certains
types de signal non-résonant, notamment ’ESA. En faisant 1’acquisition de balayages spec-
traux, le signal provenant du processus d’ESA est également acquis et présente une forme
asymétrique (voir figures 6.8(e) et (f)). Ce signal est visible a la partie gauche du spectre
méme lorsque les impulsions pompe et Stokes ne se chevauchent pas. Ceci est d’autant plus
problématique lorsqu’une calibration de 'intensité est appliquée sur les balayages spectraux

et amplifie le signal provenant du processus d’ESA dans les fréquences plus basses des ba-
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layages spectraux. Actuellement, pour limiter cet effet indésirable, nous réduisons la taille
des balayages spectraux traités pour ne pas inclure la partie la plus a gauche des spectres.
Toutefois, une méthode plus directe pour réduire le signal provenant de 'ESA serait la bien-
venue. Des résultats préliminaires utilisant la modulation de la polarisation pour éliminer
le signal provenant de I'ESA semblent prometteurs, mais une analyse plus poussée serait
nécessaire. De plus, moduler la polarisation nécessite d’envoyer une plus grande puissance
du faisceau Stokes dans I’échantillon, ce qui peut étre problématique dans des échantillons

ou la matiere organique briile facilement.

6.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons démontré la premiere utilisation de la microscopie SRS
dans le but d’imager des échantillons minéralogiques, des inclusions de fluides et de la ma-
tiere organique a l'intérieur d’échantillons minéralogiques. Contrairement a la microscopie
Raman, la microscopie SRS peut produire des images 3D a haute résolution chimiquement
spécifique en quelques minutes, méme lorsque 1’échantillon produit de la fluorescence. L’ima-
gerie spectrale permet un balayage rapide d’une partie du spectre Raman dans un intervalle
de ~ 150 cm~! sans avoir & changer la longueur d’onde du laser pompe, comme démontré
par I'imagerie de minéraux ayant des fréquences Raman pres I'un de l'autre (calcite et anhy-
drite). L’intervalle de fréquence Raman que nous pouvons sonder dans ce montage se situe
entre 400 et 4500 cm ™. La microscopie SRS peut également étre combinée a la microscopie
SHG dans le but de fournir des informations sur la structure cristallographique de minéraux
non-centrosymmeétriques. Nous pouvons détecter le signal de TPF provenant de la matiere
organique contenue dans certains échantillons géologiques. Nous avons démontré que, bien
que la microscopie SRS ne soit pas affectée par le mélange a quatre ondes comme c’est le
cas pour la microscopie CARS, elle est toutefois affectée par d’autres formes de signal non-
résonant. Dans ce chapitre, nous avons identifié deux types de signaux non-résonants qui
ont affecté I'imagerie de nos échantillons: 'absorption des états excités (ESA) et la lentille

thermique (TL). Par exemple, I'imagerie de 1’échantillon B-1 (foraminifére fosilisée, voir fi-
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gure 6.5) est affectée par la présence de signal non-résonant provenant de I'ESA tandis qu'un
signal provenant de la TL est détecté dans les images de ’échantillon B-2 (voir figure 6.6).
Ainsi, nous soulignons qu’effectuer un balayage spectral du spectre SRS pour obtenir le
spectre des modes Raman est nécessaire, dans ces cas, pour confirmer la nature chimique
des éléments imagés. Le signal non-résonant causé par les signaux de TL, XPM, ESA et TPA
peut contribuer a l'intensité du signal détecté par le systeme d’imagerie, mais leur spectre
SRS n’est pas constitué de pics étroits tels que c’est habituellement le cas pour les modes
Raman d’échantillons géologiques. L’imagerie SRS par point spectral unique qui est basée
sur intensité du signal SRS a une fréquence Raman précise, pourrait ne pas étre capable
de distinguer le signal SRS résonant et le signal non-résonant. Un des désavantages du mon-
tage actuel est que les balayages spectraux sont limités a un intervalle spectral d’environ
150 cm™!. Ceci est d’autant plus problématique lors de I'imagerie de matiéres organiques
qui sont souvent composées de modes Raman larges dans la région CH en plus de posséder
plusieurs modes Raman répandues dans la région de “fingerprints”. Il est prévu d’augmen-
ter la largeur spectrale du faisceau Stokes a ’aide d’une fibre non-linéaire. Ceci permettrait
d’augmenter 'intervalle pour laquelle nous pouvons effectuer un balayage spectral sans avoir
a changer la longueur d’onde du faisceau pompe. Ce chapitre démontre 1'utilité de la mi-
croscopie SRS pour des applications dans les sciences de la Terre, particulierement dans les

domaines de la minéralogie, la pétrologie et les communautés de recherche miniere.






Chapitre 7

Comparaison de la structure du
collagene de types I et 11 a ’aide de la

microscopie a génération de seconde

harmonique (SHG)

Ce chapitre porte sur un sujet qui est légerement différent des chapitres précédents,
mettant 'emphase sur la microscopie SHG plutot que sur la microscopie SRS. En effet, cette
étude est une continuité de mon projet de maitrise [79] qui portait essentiellement sur la
microscopie a génération de seconde harmonique (SHG) appliquée au cartilage articulaire.
Alors que je débutais mon doctorat, une occasion s’est présentée de travailler sur ce projet,
ce qui a mené a la publication d’un article scientifique [81] dont les résultats sont présentés

dans ce chapitre.
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7.1 Mise en contexte

Les tissus connectifs, tels que la peau, les tendons, 1'os et la cornée, sont essentielle-
ment composés de cellules et de la matrice extracellulaire. Plus de 90 % de cette matrice
extracellulaire est composée de protéines, le collagene fibrillaire étant la composante princi-
pale. Synthétisées par les cellules en un hélix triple, les molécules de collagene s’assemblent
pour former des fibrilles de diameétre et de distribution variable [11, 85]. La remarquable
diversité de l'organisation moléculaire et supramoléculaire [92, 161] de ces protéines mene
a la classification du collagene en plusieurs types. Chaque type de collagéne possede une
structure macromoléculaire et une fonction spécifique. Leur organisation dans la matrice
extracellulaire des tissus connectifs est essentielle pour maintenir leur intégrité. Les chan-
gements structurels dans la matrice fibrillaire sont associés a des processus physiologiques
durant le développement, le remodelage, le vieillissement, la guérison de blessures et la mala-
die des tissus [65, 116, 146]. Pour nos expériences, nous nous concentrons sur le collagéne de
types I et II. Le collagene de type I est le plus commun et est la principale composante de 1’os
tandis que le collagene de type II est moins abondant et est retrouvé presque essentiellement

dans le cartilage articulaire.

La microscopie SHG est un processus non-linéaire multiphoton qui n’implique pas de
transfert de population électronique, ce qui prévient le photoblanchiment et la phototoxicité.
Le processus SHG se produit seulement en présence de molécules non-centrosymmétriques
tel que le collagene [53, 185, 186, 215]. Ceci fait de la microscopie SHG un outil de choix
pour ’étude de la structure de collagene, a la fois in vivo et ex vivo [68, 168, 204]. Dans le
but d’extraire des informations supplémentaires, la microscopie SHG résolue en polarisation
(P-SHG) a été développée dans les derniéres années [1, 43, 69, 120, 187, 190, 208]. Cette
technique utilise un angle de polarisation variable du faisceau incident pour obtenir la dis-
tribution azimutale de 'orientation des fibrilles de collagéne dans I’échantillon. Etant donné
que le diameétre des fibrilles de collagéne (10 & 300 nm) est beaucoup plus petit que la réso-
lution optique, ils ne sont pas résolus individuellement dans I'image SHG, mais c’est plutot

I’addition cohérente du signal SHG des fibrilles se trouvant dans le volume focal qui est dé-
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tecté. Il devient alors plus difficile d’utiliser le signal SHG pour interpréter ’arrangement du
collagene a un niveau fibrillaire. En effet, a cause de la nature cohérente du processus SHG,
le signal détecté est plus complexe a interpréter que le signal de fluorescence. En particulier,
le signal SHG qui est émis conserve la phase de 'excitation et ’addition cohérente des diffé-
rentes photons émis joue un role clé dans l'intensité du signal SHG et sa direction [123]. En
effet, les images acquises dans les directions forward et backward présentent des différences
structurelles bien distinctes a cause de la différence des conditions d’accord de phase, ce qui

offre 'opportunité d’obtenir des informations complémentaires a partir de la directionnalité

du signal [36, 102, 104, 163].

Dans ce chapitre, nous étudions la différence structurelle entre le collagene de type I
de T'os et le collagene de type II du cartilage articulaire. En particulier, nous utilisons la
microscopie SHG résolue en polarisation et une analyse du ratio forward sur backward (F/B)
du signal SHG pour caractériser 'organisation des fibrilles de collagene dans les deux tissus.
Finalement, nous combinons les mesures du ratio F/B avec un modéle numérique pour
mesurer la variation du diametre des fibrilles de collagene dans le cartilage articulaire en

fonction de la profondeur a partir de la surface.

7.2 Montage expérimental

7.2.1 Montage optique

Un schéma du montage optique utilisé est présenté a la figure 7.1. Un laser Titane:Saphir
(Tsunami, Spectra Physics, USA) est utilisé pour générer des impulsions lasers d’environ
150 fs dont la fréquence centrale est fixée a 810 nm et le taux de répétition est de 80 MHz.
La puissance du faisceau laser est ajustée a 1’aide d’une lame demi-onde et d’un polariseur
de Glan-Thomson. La taille du faisceau est agrandie a I’aide de deux lentilles pour permettre
de remplir 'ouverture de 1'objectif de microscope et maximiser ’ouverture numérique pour

atteindre une résolution spatiale typique de 600 nm. Les images sont acquises a l'aide d’un
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FIGURE 7.1 — Montage expérimental utilisé pour les expériences: (H) Lame demi-onde, (PG)
Polariseur de Glan, (L) Lentille, (B) Compensateur de Berrek, (G) Miroirs Galvanométriques,
(D) Miroir Dichroique, (F) Filtre, (O) Objectif, (S) Echantillon, (C) Condensateur, (PMT)
Tube photomultiplicateur.

microscope a balayage laser (Till Photonics GmbH, Allemagne) basé sur des miroirs galva-
nométriques. L’objectif utilisé pour focaliser le faisceau laser a un grandissement de 20X et
une ouverture numérique de 0,75 (UplanSApo, Olympus, Japon). Une platine de translation
mécanique et piézoélectrique est utilisée pour un ajustement grossier et fin de la hauteur de

I’objectif du microscope.

Le signal SHG est collecté dans les directions forward et backward et est détecté a 1'aide
de tubes photomultiplicateur (PMT) (R6357, Hamamatsu Corporation, New Jersey, E.-U.)
dont le voltage est ajusté a 600 V. Des filtres sont utilisés devant les PMT pour bloquer la
lumiere du faisceau pompe (BP-380-700nm, SEMRock, Rochester, NY, E.—U.) et sélectionner
la longueur d’onde d’intérét (405/10, SEMRock, Rochester, NY, E.-U.). Dans la direction
forward, le signal est collecté en utilisant un objectif avec une ouverture numérique de 0,8
(40X, Olympus, Japon). Nous nous sommes assuré que l'ouverture numérique est plus élevée
que l'objectif de microscope pour faire en sorte que toute la lumiere soit collectée dans la

direction forward. Dans la direction backward, le signal SHG est collecté a 1’aide de 1’objectif
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de microscope et réfléchi sur un miroir dichroique (FF735-Di01-25x36, SEMRock, Rochester,
NY, E.-U.) vers le PMT.

L’imagerie SHG résolue en polarisation est obtenue en ajustant ’angle de la polarisation
du faisceau pompe a l'aide d’une lame demi-onde (Thorlabs, Newton, NJ, E.—U.) installée
devant les miroirs galvanométriques. Un compensateur de Berek (Newport, Irvine, CA, E.-
U.) est positionné immédiatement apres la lame demi-onde dans le but de précompenser
Iellipticité induite par le miroir dichroique située a l'intérieur du microscope. Pour chaque
région d’intérét (ROI), les images sont acquises en variant I’angle de la polarisation entre 0

et 180° avec des incréments de 10°.

7.2.2 Préparation des échantillons

Quatre échantillons sont obtenus a partir de plateau tibial humain de patients subissant
une amputation au dessus du genou. Chaque échantillon est coupé perpendiculairement a
la surface du cartilage et les sections sont fixées a ’aide d’une solution de formaline a une
concentration de 10 % durant 12 heures. Les échantillons sont décalcifiés durant 24 heures
en utilisant de ’acide nitrique et sont scellés dans de la cire. Les échantillons sont coupés en
utilisant une microtome Leica rM2135 (Leica Microsystems, Allemagne) et des tranches de
10 pum sont déposées entre une lame de microscope et une lamelle de microscope numéro 1.
Les échantillons sont observé a 1’aide du microscope SHG sans préparation supplémentaires
ou coloration. Une goutte d’eau est déposé sur le dessus de la lamelle de microscope pour
prévenir la réflection du signal de SHG forward dans la direction backward, ce qui affecterait

le ratio entre l'intensité du signal SHG dans les directions forward et backward.

7.2.3 Simulations numériques

Des simulations numériques sont utilisées pour calculer 'intensité du signal SHG dans
les directions forward et backward en fonction du diametre des fibrilles. Ceci nous permet de

produire une analyse quantitative des images SHG en fonction de la structure de collagene
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du tissu. Pour une description plus compléte des calculs, se référer aux références [19, 169].
Les simulations ont été effectuées par ’équipe du Dr Lora Ramunno. Dr Konstantin Popov
a écrit le code original et Jarno N. Van der Kolk ’adapta pour les besoins de ces recherches

et fournit les résultats des simulations.

Brievement, les échantillons étaient modélisés comme un assemblage de cylindres infini-
ment longs se trouvant au plan focal. Les fibrilles ont toutes le méme diametre d. La réponse
non-linéaire de chaque cylindre est décrite par une susceptibilité non-linéaire x® scalaire
constante [168] dont le signe (c’est-a-dire 'orientation) est assigné de maniere aléatoire.
Dans ce modele, toutes les fibrilles sont alignées parallelement a la polarisation du faisceau
laser, ce qui génere le maximum d’intensité du signal SHG a la fois dans les directions for-
ward et backward. Le modele est caractérisé par un ratio de remplissage (p) qui indique la
fraction du volume qui est occupé par les fibrilles dans le volume focal. Egalement, 'indice
de réfraction est gardé constant a 1,4. Le faisceau laser utilisé dans le modele est un faisceau
de profil Gaussien dont la longueur d’onde est centrée a 810 nm et la largeur du faisceau au
plan focal est de 1,25 um. Le tissus simulé est utilisé pour calculer I'intensité des signaux
SHG dans les directions forward et backward. Le signal SHG de chaque fibrille individuelle
a été calculé numériquement en utilisant une modification vectorielle de I'approche de la
fonction de Green scalaire [14]. Ensuite, U'intégrale sur le volume entier de chaque cylindre
est utilisée pour calculer le vecteur de Hertz dans le champ lointain et calculer I'amplitude

totale du signal SHG.

Il est a noter que le maillage de collagene du cartilage articulaire est tres désorganisé et
ne présente pas la périodicité requise pour produire une contribution cohérente significative
du signal SHG émis dans la direction forward et réfléchi dans la direction backward. De
plus, la faible différence des indices de réfraction se solde par un coefficient de réflexion de
Fresnel tres bas. Finalement, les échantillons utilisés pour les expériences sont trés minces
et ne rétrodiffusent pas suffisamment de signaux SHG forward pour que celui-ci soit percep-
tible dans la direction backward. Ainsi, nous négligeons la contribution forward réfléchie et

rétrodiffusée dans le calcul du signal SHG dans la direction backward.
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Le signal SHG dans les directions forward et backward dans le tissu modélisé est entiere-
ment décrit a travers les parametres d (diametre des fibrilles), p (ratio de remplissage) et le
ratio de fibrilles ayant un Y positif (ratio f [169]). Puisque le signal de SHG dépend de la
structure locale du tissu, 'intensité moyenne est calculée a partir de 1000 modeles de tissu

générés aléatoirement pour chaque valeur de p et d.

7.3 Résultats et discussion

7.3.1 Comparaison entre le signal SHG dans les directions forward

et backward

La figure 7.2 montre des images SHG dans les directions forward (figure 7.2(a)) et back-
ward (figure 7.2(b)) d’un échantillon a la jonction du cartilage articulaire et de I’os provenant
de genoux humains. La partie supérieure des images présente le collagene de type II prove-
nant du cartilage articulaire tandis que la partie inférieure des images présente le collagene
de type I provenant de I'os. Ces images mettent en valeur les différents arrangements structu-
raux visibles par I'imagerie SHG du collagene de types I et IT dans le tissu. Nous observons
tout d’abord que l'intensité du signal SHG provenant du cartilage est plus uniforme que
celui de l'os, a la fois dans les directions forward et backward. De plus, dans la direction
forward, le signal SHG provenant de 1’os semble significativement plus élevé que le signal
SHG provenant du cartilage tandis que dans la direction backward, I'intensité provenant des

deux types de collagene est du méme ordre d’intensité.

Les figures 7.2(c) et (d) montrent les histogrammes de la distribution de U'intensité du
signal SHG a partir d'une ROI de 100 x 100 um d’os et de cartilage. Les ROIs sélectionnées
ne contiennent pas, ou tres peu, de cellules. La taille des ROIs sélectionnées est choisie
pour assurer une relative planéité de 1’échantillon. En effet, puisque les échantillons ont
une épaisseur de 10 wm, une légere ondulation de 1’échantillon peut causer une partie de

la ROI a se retrouver hors foyer. Sélectionner une ROI relativement petite nous permet
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FIGURE 7.2 — (a-b) Image typique de seconde harmonique (SHG) du collagene de type I
provenant de 1'os (bas de I'image) et du collagene de type II provenant du cartilage articulaire
(haut de I'image) acquis dans les directions (a) forward et (b) backward. (c-d) Histogramme
de la distribution de I'intensité du signal SHG provenant du collagene dans 'os et le cartilage

articulaire dans les directions (c) forward et (d) backward. Barre d’échelle: 100 um. Figure
modifiée de [81].

d’éviter une variation de l'intensité due a une partie de ’échantillon se trouvant hors foyer
ce qui diminuerait grandement la qualité du signal SHG généré. De plus, puisque nous
utilisons différentes puissances du faisceau laser pour I'imagerie dans les directions forward
et backward, l'intensité est normalisée en divisant 'intensité du signal par le carré de la
puissance du faisceau laser. Les histogrammes confirment que I'intensité du signal SHG dans
la direction backward est semblable pour les deux types de collagene, les deux distributions
ayant un nombre similaire de comptes de photons moyens (~5000 comptes). Toutefois, la

distribution du signal dans la direction forward change drastiquement selon le type de tissus.
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En effet, le signal SHG dans le cartilage est relativement uniforme, ce qui est visible par la
faible largeur de la courbe de l'histogramme de la figure 7.2(c) tandis que la variation de
I'intensité du signal SHG dans l'os est tres grande. En effet, le nombre de comptes moyen est
plus élevé, le signal est distribué sur un intervalle bien plus grand et certains pixels présentent

une intensité tres élevée (plus de 10 000 comptes).

La différence de distribution de l'intensité du signal SHG dans les directions forward
et backward peut étre comprise en considérant 1’organisation fibrillaire des deux tissus et
I’accord de phase nécessaire pour obtenir un signal SHG. En effet, le signal SHG est di-
rectement affecté par 'organisation des fibrilles sur une échelle de longueur équivalant a la
longueur de cohérence, [, = w/Ak, ou Ak est le désaccord de phase. A cause de la géomé-
trie de détection, la longueur de cohérence dans la direction backward (~ 70 nm) [19] est
plus petite que le diametre typique d'une fibrille (~ 100 nm) [87]. Ainsi, l'organisation des
fibrilles dans le tissu et la formation de regroupements de fibrilles n’influence pas I'intensité
du signal. Ceci explique pourquoi le signal SHG dans la direction backward reste relative-
ment uniforme, peu importe le type de collagene. Toutefois, dans la direction forward, la
longueur de cohérence est de I'ordre du micron, ce qui est considérablement plus élevé que
le diametre d’une fibrille. Dans ce cas-ci, 'organisation des fibrilles joue un tres grand role
sur Uintensité du signal SHG. Ainsi, le signal SHG dans la direction forward résulte de la
moyenne de la taille, de I'organisation et de l'orientation des fibrilles dans le volume focal.
Ceci mene a une grande variation de I'intensité du signal SHG dans la direction forward, ce
qui n’est pas visible dans la direction backward. En particulier, les pixels dont I'intensité est
élevée (bas de la figure 7.2(a)) révelent la présence de regroupements de fibrilles de collagene
type I dont la polarité est la méme. Les regroupements de fibrilles se soldent par un signal
SHG dans la direction forward tres élevé a cause de I'addition cohérente du signal SHG de
plusieurs fibrilles dans le volume focal. Toutefois, le signal SHG dans la direction backward
n'est pas affecté [123] puisque le diametre des fibrilles est plus grand que la longueur de
cohérence. Cet effet est peu visible dans le cartilage (collagéne de type II), ce qui indique
peu de regroupements fibrillaires dans ce tissu et une organisation quasi aléatoire des fibrilles

de collagene a une échelle micrométrique.
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7.3.2 Microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG) dans l’os

et le cartilage

FIGURE 7.3 — Image SHG du cartilage articulaire dans les directions (a) forward et (b)
backward. (c) Intensité du signal SHG de sous-régions du cartilage en fonction de 1'angle
de la polarisation du faisceau laser. La ROI représentée par les images (a) et (b) est divisée
en sous-régions de 2 x 2 um chacune. Pour chaque angle de la polarisation, 'intensité du
signal SHG est moyennée sur toutes les sous-régions dans les directions forward (noir) et
backward (rouge). L’intensité dans chaque direction est normalisée de telle sorte que la
valeur de I'intensité se retrouve entre 0 et 1. Les barres d’incertitudes indiquent 1’écart-type
de 'intensité des 2500 sous-régions. (d) Carte du parametre d’anisotropie (r) calculé pour
chaque sous-région. Barre d’échelle: 20 um. Figure modifiée de [81].

Les figures 7.3(a) et (b) montrent des images SHG de collagene type II dans le cartilage
articulaire dans les directions forward et backward respectivement. Changer 1’angle de la
polarisation du faisceau laser incident nous permet de mesurer la réponse polarimétrique

des fibrilles de collagene dans différentes régions du tissu. Comme démontré ailleurs [113,
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119, 209], le signal SHG dans le collagéne est maximal lorsque 'angle de la polarisation du
faisceau laser est parallele a ’orientation des fibrilles et minimal lorsqu’il est perpendiculaire.
Ceci permet de révéler I'alignement général des fibrilles dans la ROI. Ainsi, l'orientation
générale des fibrilles dans la ROI peut étre observée a ’aide d'un graphique polarimétrique
(figure 7.3(c)) qui montre I'intensité du signal SHG des figures 7.3(a) et (b) en fonction de
I’angle de la polarisation du faisceau laser. Pour chaque angle de la polarisation, un seuil
d’intensité du signal SHG est fixé pour exclure les pixels sans signal SHG. Les mesures
sont moyennées sur des sous-régions de 2 x 2 um. Les barres d’incertitudes sur le graphique
correspondent a I’écart-type de la distribution de toutes les sous-régions. Finalement, pour
quantifier localement le degré d’alignement dans le tissu, nous avons calculé, dans chaque
sous-région, le parametre d’anisotropie (r):

L -1

= = 1
4 I||+2]L (7 )

tel que présenté précédemment par Campagnola et coll. [24]. La figure 7.3(d) montre la carte
de lanisotropie des figures 7.3(a) et (b) ou le parametre d’anisotropie (r) est représenté par
un code de couleur dans chaque sous-région, les couleurs plus chaudes représentant un degré

plus élevé d’alignement.

Les figures 7.4(a) et (b) présente les images SHG, forward et backward respectivement,
du collagene de type I provenant de 'os. La figure 7.4(c) présente I'intensité en fonction de la
polarisation. L’intensité du signal du graphique est la moyenne de 'intensité de sous-régions
de 2 x 2 um des images des figures 7.4(a) et (b). Les barres d’incertitudes sont I’écart-types

des mesures. La figure 7.4(d) montre la carte de 'anisotropie de 1'os.

Les résultats des figures 7.3 et 7.4 montrent un arrangement des fibrilles de collagene a
une échelle submicrométrique bien différente dans le collagene de types I et II. Le graphique
polarimétrique de la figure 7.3(c) permet de déterminer, pour le collagene type II dans
le cartilage, que la dépendance de la polarisation est la méme dans les directions forward
et backward, bien que les deux images SHG (figures 7.3(a) et (b)) aient une apparence

différente. Toutefois, dans le cas du collagéne de type I dans 'os (graphique polarimétrique a
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FIGURE 7.4 — Image SHG de 'os dans les directions (a) forward et (b) backward. (c) Intensité
du signal SHG de sous-régions du cartilage en fonction de I’angle de la polarisation du faisceau
laser. La ROI représentée par les images (a) et (b) est divisée en sous-régions de 2 x 2 um
chacune et, pour chaque angle de la polarisation, 'intensité du signal SHG est moyennée
sur toutes les sous-régions dans les directions forward (noir) et backward (rouge). L’intensité
dans chaque direction est normalisée de telle sorte que la valeur de l'intensité se retrouve
entre 0 et 1. Les barres d’incertitudes indiquent 1'écart-type de l'intensité des 2500 sous-
régions. (d) Carte du parametre d’anisotropie (r) calculé pour chaque sous-région. Barre

d’échelle: 20 pm. Figure modifiée de [81].

la figure 7.4(c)), la dépendance en polarisation est différente entre les polarisations forward
et backward, avec un angle général d’alignement différent pour chaque direction. De plus,
I'incertitude (I’écart-type) des différentes valeurs est beaucoup plus élevée, démontrant une
grande variation de la dépendance a la polarisation selon les sous-régions de la ROI. Ceci est
causé par un changement général de 'alignement des fibrilles selon la région de la ROI, telle

que présentée a la figure 7.5. Les cartes d’anisotropie des figures 7.3(d) et 7.4(d) montrent
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utilisées pour produire les graphiques polarimétriques. (b-d) Graphiques polarimétriques des
sous-régions 1 a 3 de I'image SHG présenté en (a). Barre d’échelle: 20 pum.

toutefois que le collagene de type I présente une anisotropie généralement plus élevée que le

collagene de type II.

En considérant l'intensité élevée du signal SHG dans la direction forward, ces résultats
démontrent que les fibrilles du collagene de type I forment des regroupements de fibrilles
a une échelle micrométrique [64] pour lesquels les fibrilles présentent la méme orientation
et la méme polarité, révélant une anisotropie élevée. A une échelle plus élevée (~ 10 pm),
I'orientation de ces regroupements de fibrilles varie au travers de la ROI. Cette structure
spécifique permet de fournir une grande résistance a la force de traction, ce qui est cohérent

avec la fonction physiologique de 1’os. Au contraire, pour le cartilage articulaire, le ratio
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d’anisotropie peu élevé et relativement uniforme indique que le collagene type II est organisé a
I’échelle micrométrique en un maillage de fibrilles quasi aléatoire. La basse intensité du signal
SHG est due a l'interférence destructive partielle du signal SHG provenant des différentes
fibrilles. Toutefois, a une échelle plus élevée, la faible distribution de la réponse en polarisation
et le faible écart-type visible a la figure 7.3(c) indiquent une orientation générale quasi
constante des fibrilles de chaque sous-région (2 x 2 um) 'une par rapport a 'autre, et ce,
sur toute la ROI (100 x 100 wm). L’orientation générale des fibrilles est perpendiculaire
a la surface articulaire, ce qui est compatible avec la structure en arcade des fibrilles de
collagéne dans le cartilage [84, 89]. La structure en maillage quasi aléatoire fournit une
grande résistance au gonflement osmotique et a la pression, ce qui est compatible avec la

fonction du cartilage articulaire [18].

7.3.3 Mesure du diametre des fibrilles de collagene en utilisant le

ratio forward sur backward (F/B)

Les figures 7.6(a) et (b) montrent les images du ratio forward sur backward (F/B) pour
chaque pixel dans le cartilage et 1’os respectivement. Pour compenser la différence d’effica-
cité de collection dans les directions forward et backward, 'intensité du signal dans chaque
direction est tout d’abord mesurée en utilisant la fluorescence a deux photons d’une solution
de Coumarin 440 et en utilisant exactement les mémes filtres que pour la microscopie SHG.
Etant donné que le signal de fluorescence est isotropique, cette mesure permet de calibrer
le ratio F//B mesuré dans le microscope. Nous utilisons conséquemment cette mesure pour
corriger les mesures du ratio F/B dans le collagéne, ce qui nous permet d’obtenir des infor-
mations sur la direction d’émission du signal SHG. La figure 7.6(c) montre un histogramme
du ratio F/B des images des figures 7.6(a) et (b). Cette figure indique une grande différence
entre le ratio F/B dans le cartilage et I'os. En effet, le ratio F'/B dans 'os est beaucoup plus
¢élevé que dans le cartilage, les valeurs de cette derniere étant relativement constantes avec
un ratio F/B moyen d’environ 5. Toutefois, pour 1'os, une grande disparité des valeurs du

ratio F'/B existe pour différentes régions du tissu, avec des valeurs allant de 1 a 70.
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FIGURE 7.6 — Image du ratio forward sur backward (F/B) de 'intensité du signal SHG dans
(a) le cartilage articulaire et (b) 1'os. Les ROISs utilisées sont les mémes que pour les figures 7.3
et 7.4. (c) Histogramme du ratio F/B dans le cartilage articulaire (bleu) et l'os (rouge). (d)
Intensité normalisée du signal SHG dans les directions forward (noir) et backward (rouge)
en fonction de la distance par rapport a la surface du cartilage. Il est a noter que l'intensité
du signal SHG dans la direction backward semble plus élevée a cause de la normalisation. (e)
Ratio F/B de l'intensité du signal SHG dans le cartilage articulaire en fonction de la distance
par rapport a la surface du cartilage. L’origine (0 pm) correspond a la surface du cartilage
et la position finale (3000 wm) correspond & la limite entre 'os et le cartilage. Une courbe
de tendance exponentielle est calculée a partir des données expérimentales a 1’exception des
3 premieres données. (f) Distribution statistique du ratio F/B du signal SHG dans trois
différentes régions de 'os. Chaque région de 100 x 100 um est divisée en sous-régions de
10 x 10 pm pour le calcul du ratio F/B. Figure modifiée de [81].

La figure 7.6(d) montre la valeur de l'intensité du signal SHG dans les directions forward
(carrés noirs) et backward (cercles rouges) dans le cartilage en fonction de la distance par
rapport a la surface articulaire. Le signal est mesuré en acquérant des images en progressant
de la surface articulaire jusqu’a la jonction entre le cartilage et 1'os. Puisque les échantillons
que nous utilisons sont coupés perpendiculairement a la surface du cartilage, la totalité de
la profondeur du cartilage peut étre imagée dans les mémes conditions expérimentales sans

atténuation du signal, diffusion ou biréfringence. Dans le but de maximiser le ratio signal
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sur bruit (SNR), nous illuminons I’échantillon avec une polarisation linéaire perpendiculaire
a la surface articulaire, ce qui correspond au signal SHG le plus élevé sur le graphique
polarimétrique (voir figure 7.3(c)). L’origine du graphique (0 pm) représente la surface du
cartilage et chaque donnée représente une mesure de l'intensité moyenne des images SHG
d'une ROI de 100 x 100 pum. Pour chaque mesure, ’échantillon est déplacé de 100 pm
et la derniere mesure est acquise lorsque la jonction entre le cartilage et l'os est atteinte
(tel que présenté aux figures 7.2(a) et (b)). Ceci correspond a une profondeur d’environ
3000 wm, variant selon 1’échantillon analysé. Il est a noter que les intensités présentées sur
le graphique sont normalisées selon une échelle d’intensité allant de 0 a 1 pour une meilleure
visualisation. Nous observons une augmentation graduelle de 'intensité du signal SHG a la
fois dans les directions forward et backward lorsque nous progressons en profondeur dans
I’échantillon. En particulier, pour les premiers 300 wm, nous remarquons une augmentation
plus prononcée de l'intensité a la fois dans les directions forward et backward. Ceci peut
étre attribué a la structure en arcade du cartilage [18, 84, 89]. En effet, ces trois images sont
acquises pres de la surface, ce qui correspond a la région superficielle et transitionnelle du
cartilage ou les fibrilles de collagéne courbent pour étre paralleles a la surface du cartilage.
Cette modification de I'angle azimutal implique que, pour les trois premieres images, une
composante de l'orientation des fibrilles est perpendiculaire a la polarisation, ce qui diminue
I'intensité du signal SHG dans les directions forward et backward, mais n’affecte toutefois

pas le ratio F'/B.

La figure 7.6(e) présente le ratio F/B en fonction de la distance de la surface articulaire.
Il semble que le signal SHG dans la direction forward augmente a un taux plus élevé que le
signal SHG dans la direction backward lorsque nous approchons la jonction de 1’os, ce qui
meéne a une augmentation graduelle du ratio F/B en progressant de la surface articulaire
jusqu’a l'os. Encore une fois, nous remarquons une exception pour les premiers 300 pm
apres la surface articulaire ou il y a une diminution du ratio F/B. Ceci est causé par une
diminution plus abrupte du signal SHG dans la direction backward a ’approche de la surface
articulaire, ce qui cause une augmentation du ratio F /B. Ceci ne peut étre expliqué seulement

par une changement de l'angle azimutal des fibrilles. En effet, il affecte le signal dans les
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directions forward et backward pareillement, sans affecter le ratio F/B. Ce changement du
comportement du ratio F/B a la surface articulaire peut toutefois étre attribué a I’orientation
globale du maillage de collagene dans cette région. En effet, une fraction significative des
fibrilles possede un angle polaire [18, 89, 99], causant une orientation des fibrilles dont une
composante est parallele a la direction de propagation du faisceau laser. Ceci cause une
décroissance considérable du signal dans la direction backward et une décroissance beaucoup

plus faible dans la direction forward [19], comme observée a la figure 7.6(c).

La figure 7.6(f) présente le ratio F/B moyen du collagene type I dans 1'os. Trois différentes
mesures ont été prises de trois différentes ROIs (100 x 100 um) dans I’échantillon, chacune
d’elle étant ensuite divisée en sous-régions de 10 x 10 pm ou le ratio F/B est mesuré. Le
graphique affiche la distribution du ratio F/B de chaque sous-région des trois ROIs. Nous
observons une grande variation du ratio F/B dans 1'os et dont les valeurs du ratio F/B se
situent entre 5 et 45. Ceci est probablement causé par les rassemblements de fibrilles de
collagéne de type I a l'intérieur de 'os, ce qui augmente le signal SHG dans la direction
forward sans modifier le signal SHG dans la direction backward a cause des différentes

conditions d’accord de phase dans les directions forward et backward.

Il est & noter que le ratio F/B mesuré dans ces expériences ne se traduit pas aisément
pour des mesures in situ dans des échantillons épais. En effet, dans ces types d’échantillons,
le signal SHG dans la direction backward est combiné au signal SHG émis dans la direction
forward rétrodiffusé. Toutefois, certaines approches ont été proposées pour découpler ces
deux signaux [104, 152], ce qui pourrait étendre le potentiel d’analyse a des études in situ

dans des tissus épais.

Dans le but de mieux comprendre la relation entre le ratio F/B, a 1’échelle micrométrique,
et la structure de collagene, des simulations numériques furent développées pour calculer le
signal SHG dans les directions forward et backward dans le tissu. Les simulations numériques
furent développées par I’équipe du Dr Lora Ramunno de I'Université d’Ottawa. Dr Konstan-
tin Popov développa le code et Jarno Van der Kolk I'adapta pour les besoins de ces travaux.

La figure 7.7(a) montre le ratio F/B en fonction du taux de remplissage p (c’est-a-dire la
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FIGURE 7.7 — Simulations numériques du ratio F/B du signal SHG en fonction (a) du taux
de remplissage (p) pour un diametre des fibrilles (d) de d = 150 nm et (b) du diameétre des
fibrilles pour p = 0,6. Les barres d’incertitudes indiquent 1’écart-type du signal moyen de
1000 modeles de tissus générés aléatoirement pour chaque valeur de p et d. (c) Evolution
du diametre des fibrilles a l'intérieur du cartilage articulaire en fonction de la distance par
rapport a la surface articulaire comme prédit par le ratio F/B de U'intensité du signal SHG
mesuré (figure 7.6(e)) et les simulations numériques. Figure modifiée de [81].

fraction du volume focal occupée par les fibrilles) et la figure 7.7(b) présente le ratio F/B
en fonction du diametre des fibrilles. Nous remarquons que, d’apres ces simulations, le ratio
F/B n’est pas dépendant du taux de remplissage puisque la dépendance de p pour le signal
dans les directions forward et backward est linéaire pour les deux directions. Nous remar-
quons également que le ratio F/B en fonction du diametre des fibrilles a une corrélation
exponentielle, tout comme le ratio F/B en fonction de la profondeur. L’augmentation de
'intensité du signal dans les directions forward et backward visible a la figure 7.6(d) indique
une augmentation du ratio de remplissage. Toutefois, ce parametre n’affecte pas le ratio F/B.
Le comportement de celui-ci & la figure 7.6(e) indique que le diameétre des fibrilles augmente
également en progressant de la surface articulaire jusqu’a la jonction entre 1'os et le cartilage,
puisque le ratio F/B augmente pour aller de 3,2 (pres de la surface du cartilage) a 9,8 (a la
jonction de l'os et du cartilage). A partir des valeurs du ratio F /B en fonction de la distance
par rapport a la surface articulaire de la figure 7.6(e) et des simulations numériques de la
figure 7.7(b), nous pouvons estimer le diametre des fibrilles en fonction de la profondeur dans
le tissu, tel que présenté a la figure 7.7(c). Ainsi, d’apreés ces simulations, le diametre des
fibrilles de collagene augmente de 85 nm (pres de la surface articulaire) jusqu’a 125 nm a la
jonction de l'os et du cartilage. Ces observations sont en accord avec la littérature [84, 127],

que ce soit a propos de la valeur du diametre des fibrilles dans le tissu que pour sa variation
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en fonction de la profondeur dans le tissu. En effet, il est connu que le diametre des fibrilles
du collagene de type II dans le cartilage devient progressivement plus large a mesure que
nous progressons en profondeur dans le tissu. Dans 1'os, le ratio F/B est généralement plus
élevé (~ 15) mais présente une tres grande variation de sa valeur (variant de 5 a 45 tel que
le montre la figure 7.6(f)) ce qui indique la présence de larges fibrilles (diametre d’environ

150 nm) et de larges regroupements de fibrilles partageant la méme polarité [19].

7.4 Conclusion

Dans ce chapitre, 'utilisation de la microscopie a génération de seconde harmonique
(SHG) pour obtenir de I'information sur la structure macromoléculaire du collagéne de types
I et IT dans 'os et le cartilage articulaire est démontrée. En particulier, nous avons utilisé la
microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG) pour analyser des images SHG acquises
dans les directions forward et backward. Dans le cartilage articulaire, le signal SHG est
relativement uniforme dans les régions analysées, révélant que les fibrilles de collagene sont
distribuées de maniere quasi aléatoire dans le volume focal du faisceau laser. Ceci est en
accord avec la fonction du collagene de type II qui est de contrer la pression causée par le
gonflement des aggrécanes lors de port de charge. Au contraire, la grande variation du signal
SHG du collagene de type I dans ’os montre que les fibrilles forment des regroupements dont
Iorientation et la polarité est constante a une échelle micrométrique, indiquant un réle de
renforcement plus conventionnel des fibrilles de collagene. Finalement, dans le cartilage, nous
observons une augmentation du ratio F/B en progressant de la surface a la jonction entre
le cartilage et I'os. Combiner ces résultats avec des simulations numériques nous permet de
démontrer que le ratio F/B suit 'évolution du diametre des fibrilles de collagéne et ainsi
fournit des informations sur la structure de collagene a une échelle microscopique. Ce travail
illustre I'utilité de la microscopie SHG pour étudier I'architecture a 1’échelle nanométrique
des tissus connectifs et présente un grand potentiel pour une large variété d’applications
tel que la caractérisation des interactions entre les cellules et le collagéne et 1'étude des

mécanismes de fibrillation dans les tissus pathologiques.






Chapitre 8

Conclusion

Mon projet de doctorat présenté dans cette these a deux objectifs principaux: (i) apporter
une amélioration technique a la microscopie SRS dans le but d’augmenter la sensibilité de
détection et réduire le signal non-résonant et (ii) appliquer la microscopie “Stimulated Raman
Scattering” (SRS) multimodale dans I’étude d’échantillons géologiques. De plus, une série
d’expériences est faite a I’aide de la microscopie a génération de seconde harmonique (SHG)
dans le but d’imager le collagene. Ces expériences sont une continuation directe de mon
projet de maitrise. Ce chapitre fait une revue des résultats obtenus et offre une ouverture en

suggérant plusieurs améliorations techniques et quelques expériences a tenter.

8.1 Résultats

8.1.1 Amélioration la sensibilité de détection de la microscopie

SRS

Deux principales améliorations techniques a la microscopie SRS sont présentées dans cette
these: 'application des filtres adaptés dans le but d’augmenter la sensibilité de détection du

signal SRS et le développement de la microscopie SRS par modulation de la polarisation
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(PM-SRS) dans le but de réduire certains signaux non-résonant présents lors de la détection

du signal SRS.

L’utilisation des filtres adaptés en microscopie SRS eut des résultats peu concluants. Nos
mesures indiquent une légere amélioration du ratio signal sur bruit en utilisant des ondes
carrées en tant que filtres adaptés par rapport a I'utilisation d’un amplificateur a détection
synchrone. Toutefois, en utilisant des codes de Golay comme forme des filtres adaptés, nous
observons des performances nettement moindres. Les nombreuses contraintes techniques que
nous avons rencontrées rendent son utilisation en imagerie en temps réel peu efficace pour
plusieurs raisons. En effet, les filtres adaptés sont utilisés dans le domaine des télécommuni-
cations et fonctionnent en utilisant un taux d’acquisition généralement tres élevée. Or, pour
ces recherches, le taux d’acquisition de la carte “Analogue to Digital Converter” (ADC) est
de 5 MHz, ce qui limite grandement la vitesse d’acquisition et la fréquence de modulation du
faisceau laser (la fréquence de modulation étant ainsi limitée &, au plus, 2,5 MHz). L’utilisa-
tion de basses fréquences d’acquisition a également le désavantage d’introduire du bruit 1/ f
dans le signal détecté [126]. Finalement, un post-traitement du signal est nécessaire pour
extraire le signal SRS et la longue durée du traitement des données rend actuellement son

utilisation en temps réel impossible.

La microscopie SRS utilisant la modulation de la polarisation eut plus de succes. Ha-
bituellement, pour détecter le signal SRS, une modulation de l'intensité est appliquée au
faisceau Stokes (si la configuration “Stimulated Raman Loss” (SRL) est choisie) et un trans-
fert de modulation est détecté sur le faisceau pompe. Toutefois, un signal non-résonant est
parfois présent lors de la détection du signal SRS. Certains de ces effets, notamment la modu-
lation de phase croisée (XPM) et la lentille thermique (TL), sont causés par un changement
de l'indice de réfraction du milieu induit par le faisceau Stokes et pergu par le faisceau
pompe, ce qui change la divergence du faisceau pompe. Ce changement périodique de la
divergence crée une modulation de la proportion du faisceau pompe qui est détectée par la
photodiode. Ceci méne a une modulation de 'intensité du faisceau pompe qui est détecté et
ce signal est faussement interprété comme du signal SRS par le systeme de détection. Pour

résoudre ce probléme, nous proposons une technique de modulation de la polarisation pour
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réduire, voire éliminer, le signal non-résonant provenant de la XPM et de la TL. Puisque les
modes Raman sont habituellement hautement polarisés, moduler la polarisation ne résulte
pas en une diminution de I'intensité du signal SRS puisqu’aucun transfert de modulation ne
se produit lorsque la polarisation entre les faisceaux pompe et Stokes est perpendiculaire.
Toutefois, dans le cas du signal non-résonant provenant de la XPM, le solvant créant le signal
non-résonant est habituellement plus faiblement polarisé a la fréquence Raman analysée et
utiliser une modulation de la polarisation meéne a une diminution de l'intensité du signal
de XPM. En effet, lorsque la polarisation entre les faisceaux pompe et Stokes est perpen-
diculaire, 'effet de XPM se produit tout de méme a une proportion qui dépend du ratio
de dépolarisation. En ajustant I'intensité des faisceaux paralléle et perpendiculaire du fais-
ceau Stokes, il est possible d’éliminer ce signal non-résonant sans affecter significativement
I'intensité du signal SRS. Nous avons déterminé que la source d’un signal non-résonant pro-
venant d’un échantillon de DMSO-d6 et nous avons pu I’éliminer avec succes sans affecter le
signal SRS provenant des modes Raman du DMSO-d6. Cette technique est également testée
dans des conditions d’imagerie en éliminant avec succes le signal de XPM présent dans un

échantillon d’octadécene ot des gouttelettes de DMSO-d6 étaient présentes.

8.1.2 Application de la microscopie optique non-linéaire dans des

échantillons géologiques et biologiques

Durant mon doctorat, la microscopie optique non-linéaire est utilisée pour imager deux
principaux types d’échantillon: des échantillons géologiques a 'aide de la microscopie SRS,
SHG et de fluorescence & deux photons (TPF) et des échantillons de collagéne a 'aide de la

microscopie SHG.

La microscopie optique non-linéaire multimodale est utilisée pour 'imagerie et 'acqui-
sition d’informations a propos d’échantillons géologiques. Parmi ces types de microscopie
optique non-linéaires, la microscopie SRS, SHG et TPF est utilisée. La microscopie SRS est
utilisée de deux facons: pour 'analyse spectrale d’une région d’intérét et pour l'imagerie

du volume d'un échantillon. L’analyse spectrale est faite a ’aide de la technique d’imagerie
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spectrale présentée au chapitre 4 et permet d’identifier les éléments chimiques présents dans
la région d’intérét. Ceci permet d’identifier des minéraux tels que du quartz, de la calcite
et de 'anhydrite. De la matiere organique contenue dans des échantillons géologiques est
également étudiée. Ces matieres organiques, telles que des algues ou du pétrole brut contenu
dans des inclusions de fluides, sont plus délicates a analyser puisque leur spectre Raman est
souvent large et contiennent plusieurs modes Raman. Ainsi, plusieurs balayages spectraux
sont nécessaires pour obtenir le spectre SRS complet dans une région précise (la région CH
ou la région des “fingerprints”). De plus, en faisant 'acquisition d’images a plusieurs profon-
deurs a une fréquence Raman précise, il est possible d’obtenir un volume en trois dimensions
(3D) de la région d’intérét. Ainsi, des volumes en 3D de plusieurs échantillons furent acquis.
L’acquisition de volume 3D est d’autant plus intéressante lorsque combinée avec la micro-
scopie SHG. En effet, le signal SHG est seulement généré dans des matériaux composés de
molécules non-centrosymmeétriques telles que le quartz. De plus, a cause de la phase de Gouy,
le signal SHG est généré seulement la ou il y a une brisure dans la symétrie du matériau
tel qu’a des interfaces ou a des plans de macles. La microscopie SHG permet ainsi d’obtenir
de I'information sur la structure cristallographique de I’échantillon tandis que la microscopie
SRS permet d’obtenir de I'information sur le volume occupé par la molécule d’intérét dans
I’échantillon. Ainsi, des volumes 3D de plusieurs échantillons sont acquis et les volumes 3D
du signal SHG dans des échantillons de quartz sont également acquis simultanément avec
le signal SRS. Finalement, un signal de fluorescence a deux photons (TPF) est souvent dé-
tecté en présence de matiere organique dans les échantillons géologiques. Ceci est d’autant
plus intéressant puisqu’en présence de fluorescence, la microscopie Raman conventionnelle
est souvent incapable de détecter le signal Raman a cause du bruit trop important causé par

la fluorescence, mais la microscopie SRS en est tout a fait capable.

La microscopie SHG est également utilisée pour 'analyse de deux types de collagene,
le collagéne de type I et de type II, présent dans l'os et le cartilage respectivement. A
I’aide d'une analyse polarimétrique du signal SHG et de la comparaison du ratio forward
sur backward (F/B) du signal SHG, une étude plus poussée de leur structure est faite. La

microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG) permet de révéler que, dans le collagene
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de type II, les fibrilles sont orientées de maniere aléatoire avec une direction générale définie
et ont pour but de contrer la pression causée par le gonflement des aggrécanes lors du port
de charge. Dans le cas du collagene de type I, les fibrilles sont orientées dans différentes
directions sur une échelle de plusieurs dizaines de microns, mais ont la méme orientation
a l’échelle micrométrique, indiquant que les fibrilles forment des regroupements de fibrilles
dont la fonction est de résister la force de tension induite sur le tissu. De plus, une analyse
du ratio F/B dans le collagéne de type II en fonction de la profondeur dans le tissu révele
une augmentation du ratio F/B en fonction de la distance par rapport a la surface. Combiné
avec des simulations numériques, nous avons déterminé que ceci indique une augmentation
du diametre des fibrilles, ce qui est compatible avec la théorie. L’analyse du ratio F/B peut
donc étre utilisée pour déterminer le diametre de fibrilles de collagene dans le tissu et la
microscopie P-SHG peut étre utilisée pour déterminer 'organisation des fibrilles dans le

tissu.

8.2 Ouverture

De ces recherches, certaines améliorations peuvent étre apportées sur le montage expéri-
mental, qui n’ont pas été faites par faute de temps. De plus, ces techniques de microscopie
ouvrent la porte a plusieurs opportunités de recherche dans le domaine de la biologie et

géologie.

Le montage SRS est en ce moment parfaitement fonctionnel et permet 'acquisition d’un
large spectre Raman en faisant ’acquisition de plusieurs spectres par balayage spectral et en
les joignant par post-traitement. Toutefois, le post-traitement est un processus laborieux et
il serait grandement utile d’augmenter la bande spectrale d’un des faisceaux pour permettre
I’acquisition d'un plus grand intervalle de fréquences dans un seul balayage spectral. Ceci
pourrait étre fait a I'aide d’une fibre optique non-linéaire qui augmenterait la bande spectrale
par automodulation de phase. L’augmentation de la bande spectrale permettrait de faire

I’acquisition d’un plus grand intervalle de fréquences Raman pour un seul balayage spectral
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et ainsi un nombre moins élevé de balayages spectraux seraient nécessaires pour obtenir un

spectre SRS complet.

Les échantillons géologiques se trouvent a étre plus facilement affectés par le signal non-
résonant causé par l’absorption des états excités (ESA) que les échantillons biologiques. 11
est encore discutable si ce signal est indésirable ou s’il permet d’obtenir des informations
supplémentaires sur I’échantillon. D’une maniere ou d’une autre, il peut s’avérer utile de
pouvoir éliminer ou séparer le signal d’ESA du signal résonant SRS. Plusieurs techniques sont
envisageables. Le signal provenant de 'ESA est relativement indépendant de la fréquence,
mais dépend plutdt du délai temporel entre les faisceaux pompe et Stokes (une forme du
signal d’ESA en fonction du délai temporel est présentée a la figure 5.7). Moduler la fréquence
ou la polarisation du faisceau Stokes serait des options a explorer pour éliminer ce type de
signal. Des résultats tres préliminaires utilisant la modulation de la polarisation semblent

prometteurs, mais une analyse plus poussée est nécessaire.

Puisque, a notre connaissance, ces travaux sont la premiere application de la microsco-
pie SRS sur des échantillons géologiques, le potentiel de cette technique de microscopie en
géologie est tres vaste. En effet, la capacité de cette technique a faire I'imagerie d’un volume
3D de I’échantillon peut étre trés utile pour étudier plusieurs problématiques en géologie
comme déterminer la porosité d'un minéral ou la composition d’un échantillon composé de
plusieurs grains contenant plusieurs types minéraux. De plus, I'aptitude de la microscopie
SRS, SHG et TPF a acquérir des images simultanément permettrait d’analyser la composi-
tion cristallographique de certains minéraux et de donner des informations supplémentaires
sur leur formation. Ceci est d’autant plus utile puisqu’une grande partie des minéraux pré-
sents sur terre sont composés de quartz, qui peut générer un signal de seconde harmonique.
Finalement, la microscopie SRS peut étre d’un grand intérét pour I'analyse de matieres or-
ganiques. En effet, dans plusieurs cas, la matiere organique dans des échantillons géologiques
produit de la fluorescence et ne peut donc pas étre analysée a 1’aide de la microscopie Ra-
man conventionnelle. Toutefois, la microscopie SRS est insensible a ce type de fluorescence.
Ainsi, la capacité de la microscopie SRS a analyser la matiére organique dans les échantillons

géologiques peut étre grandement utile dans le domaine des ressources naturelles.
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Finalement, une étude plus poussée du signal SHG dans les échantillons géologiques
produisant du signal de SHG est une option a explorer. En effet, la microscopie SHG inter-
férométrique [169] permet d’identifier I'orientation du tenseur x?. Utiliser cette technique
sur certains échantillons pourrait révéler 'orientation des différents cristaux et la direction
de leur croissance afin de mieux comprendre les stress mécaniques qui ceux-ci ont subis lors

de leur formation.
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