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Introduction générale 

Le développement des outils de pointe pour la caractérisation des nano-objets a été un axe de 

recherche majeur durant ces dix dernières années. Récemment, l’utilisation des nanoparticules 

métalliques connaît une forte hausse dans divers domaines et leurs caractéristiques doivent être 

correctement contrôlées. L’étude de leurs propriétés physico-chimiques et leurs interactions dans leur 

environnement local constitue l’un des domaines les plus actifs dans le cas des applications 

biologiques et médicales. Jusqu’à présent, le seul outil de caractérisation non destructif prodigué par 

les scientifiques est bien la lumière, particulièrement la lumière laser. Depuis sa création, elle conduit 

à l’essor d’une instrumentation optique plus performante et variée permettant d’exploiter et d’agir sur 

un objet infiniment petit à l’échelle du micron et même en dessous. 

Dans ce contexte, la technique de spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS, 

fluorescence correlation spectroscopy) est bien adaptée pour caractériser la dynamique de processus 

moléculaires dans des milieux peu concentrés. Elle est basée sur l’analyse des fluctuations du signal 

de fluorescence émise par les molécules ou particules provenant d’un volume d’observation de l’ordre 

du femtolitre. Ce volume est défini par les paramètres du faisceau laser et du microscope confocal. 

Cependant, la taille minimale du volume d’excitation est limitée par les lois imposées par la 

diffraction. Nous sommes partis de l’idée que réduire le volume d’excitation et améliorer le pouvoir 

de résolution passait nécessairement par une nouvelle technique de structuration de l’intensité du 

faisceau laser. Les interférences sont connues par leur pouvoir de mettre en forme les distributions 

d’intensité des faisceaux. Il s’agit donc de concevoir d’autres instruments permettant d’exploiter ce 

phénomène. Le travail principal de cette thèse est de développer différentes approches de 

modélisation et de simulation numérique dont l’objectif est de proposer d’autres distributions 

d’excitation afin d’augmenter la résolution.  

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre le Laboratoire d’Optique Appliquée 

(LOA) de l’Institut d’Optique et de Mécanique de Précision de l’Université Ferhat Abbas de Sétif-1 

et l’Equipe de Spectroscopie des Biomolécules et Milieux Biologiques (SBMB) du Laboratoire de 

Chimie, Structure et Propriétés des Biomatériaux et Agents Thérapeutiques (CSPBAT) de 

l’Université Paris 13. Ce partenariat se définit comme un accord-programme de coopération 

interuniversitaire franco-algérienne (TASSILI).  
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La motivation de ce regroupement est de développer et d’optimiser les modèles de faisceaux lasers 

ainsi que leurs interférences pour améliorer la résolution de la microscopie confocale associée à la 

spectroscopie de corrélation. L’étude se focalise sur la caractérisation des nanoparticules d’or et leurs 

interactions avec les molécules.  

L’ensemble de ce manuscrit est présenté en trois parties. La première partie est un état de l’art 

divisé en trois chapitres. Le premier chapitre s’attache à rassembler la théorie des faisceaux lasers 

ainsi que les phénomènes liés à leurs interférences. Il évoque aussi les applications des faisceaux 

lasers dans les systèmes optiques modernes telles que les techniques d’imagerie à super résolution en 

microscopie optique. Le deuxième chapitre s’intéresse aux nano-objets notamment les nanoparticules 

d’or et leurs propriétés. Il expose également les différentes techniques utilisées pour l’étude et la 

caractérisation de ces nanoparticules. Le troisième chapitre est consacré à la théorie de la fluorescence 

et les principes physiques de la technique de spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) ainsi 

que ses applications. 

La deuxième partie, présentée dans le quatrième chapitre, est réservée aux études numériques 

sous environnement Matlab. Elle consacre une partie à la modélisation de la fonction d’étalement du 

point (PSF) de la microscopie confocale et les différentes sources de dégradations. D’autre part, une 

étude des interférences des modes laser gaussiens est réalisée afin d’améliorer la résolution et de 

modifier la distribution de l’intensité au plan focal d’un système optique. 

La troisième partie est une étude expérimentale devisée en deux chapitres. Le cinquième 

chapitre présente une description de l’alignement du dispositif expérimental de la FCS et sa 

caractérisation spatiale, dont une discussion de résultats expérimentaux est détaillée. Le sixième 

chapitre est consacré à l’application innovante de la spectroscopie de corrélation afin d’étudier les 

nanoparticules d’or.  

À la fin de ce document, une conclusion générale regroupe l’ensemble de ces travaux de 

recherche et suggère quelques perspectives d’étude.  
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1. Chapitre 1 : La distribution des modes lasers et leurs interférences en microscopie  

Chapitre 1 

 

La distribution des modes lasers et leurs 

interférences en microscopie 
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1.1   Introduction 

Les travaux du prix Nobel de Bassov, Prokhorov et Townes ont frayé la voie à la conception 

de générateurs de rayonnement optique cohérent. Ce n’est qu’au début des années soixante que le 

LASER, acronyme signifiant «Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation», 

susceptible de fonctionner pour la première fois a pu être mis en évidence par Maiman [1]. Jusqu’à 

présent, le laser a occupé une place d’une grande importance dans le vaste champ de la recherche 

fondamentale à la recherche appliquée. Parmi les caractéristiques frappantes qui ont valu au laser 

l’attention universelle en premier lieu est la tache focale. Les utilisateurs de lasers ont en général 

souhaité disposer d’un faisceau laser le plus apte possible à générer de petites taches focales réduites 

à l’extrême. Ceci a fait l’objet d’innombrables sujets de recherche notamment sur les différentes 

méthodes permettant d’agir sur les caractéristiques spatiales de la distribution d’intensité des 

faisceaux lasers [2, 3].   

Le microscope optique éclairé par le faisceau laser joue un rôle majeur dans les sciences et 

technologies modernes et son application est devenue de plus en plus croissante ces dernières années. 

La performance optique de ce microscope est déterminée par les résolutions transversales et axiales 

qui sont régies par le phénomène de diffraction. Les enjeux sont donc de concevoir des montages 

optiques les plus efficaces possibles qui assurent la focalisation du faisceau dans des petits volumes 

afin de parvenir à une résolution spatiale maximale et affranchir la limite de diffraction. 

L’amélioration de la résolution au-delà des limites conventionnelles est susceptible d’avoir un grand 

impact sur une grande variété d’applications. De ce fait, différentes approches dans le domaine de 

l’optique ont été mises en œuvre via deux paradigmes majeurs ; la diffraction et les interférences.  

Ces recherches ont commencé par l’étude des faisceaux gaussiens, dont les distributions 

d’intensité axiales et latérales ainsi que leurs mise en forme ont été améliorées par l’utilisation des 

éléments d’optique diffractifs (EODs) simples telles que les ouvertures d’amplitude et de phase [4, 

5]. D’autres recherches ont été effectuées pour améliorer la résolution au point de focalisation [6, 7] 

par la transformation du mode gaussien fondamental (TEM00) en modes supérieurs, Laguerre gauss 

(LG) et Hermite gauss (HG), ou l’inverse en utilisant des (EODs) plus complexes telles que les 

éléments de phase binaire [8, 9]. Récemment, plusieurs éléments divers ont été développés pour 

structurer la distribution d’intensité des faisceaux laser, comme l’utilisation des axicons qui ont 

permis la génération des faisceaux Bessel non-diffractants [10, 11]. 
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Un autre moyen jugé efficace pour structurer et mettre en forme les taches focales est le 

phénomène d’interférence. Ce dernier a incité plusieurs groupes de recherche à travailler pour générer 

et modifier la distribution de l’intensité des faisceaux lasers tout en offrant des formes très importantes 

applicables dans plusieurs domaines, tels que : 

- Le vortex optique [12, 13] est caractérisé par une zone sombre qui est  entourée d’une zone 

d’intensité plus élevée dans les trois directions afin de piéger les particules ayant un indice de 

réfraction inférieur au milieu environnant. Ainsi, capturer les atomes froids au centre du 

vortex est un procédé qui a comme objectif de leurs éviter de subir un chauffage [14, 15].  

- La génération des pinces optiques (Optical tweezers en anglais) qui peuvent être utilisées en 

biologie pour déplacer les objets nanométriques [16]. 

- L’obtention d’un point focal ayant une taille inférieure à celle d’un faisceau gaussien par 

l’interférence de deux faisceaux gaussiens [17]. L’exemple le plus marquant se nomme la 

microscopie 4π, qui a permis l’apparition d’une nouvelle ère de microscope à hyper-

résolution. Avec seulement l’interférence de deux faisceaux, cette dernière parvient à atteindre 

une résolution de l’ordre de quelques dizaines de nanomètres [18]. 

Ce premier chapitre est consacré à la théorie des faisceaux lasers, nous définissons les 

expressions, les propriétés mathématiques et physiques des faisceaux gaussiens ainsi que le principe 

de leurs interférences. Ensuite, nous nous intéresserons plus précisément à l’étude de la microscopie 

optique à base du laser, où nous passerons en revue les principales techniques de super-résolution en 

structurant l’intensité des faisceaux lumineux. 

1.2  Les faisceaux lasers 

1.2.1  Principe 

Le laser est un dispositif constitué d’un milieu actif qui contient des atomes ou des molécules 

dans un état excité (à cause du pompage optique ). Ces derniers se désexcitent au passage d’une onde 

lumineuse de fréquence appropriée par émission stimulée ou induite [19]. Le milieu actif est placé 

dans une cavité optique résonnante qui permet à la fois, d’augmenter considérablement l’effet 

amplificateur par les multiples passages de l’onde lumineuse dans le milieu actif [20, 21] et 

d’augmenter la sélectivité spectrale du dispositif [22].  

Dans ce travail, nous n’abordons pas le milieu amplificateur et le système de pompage, nous nous 

focalisons simplement sur les faisceaux lasers sortant de la cavité. 
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1.2.2  Propagations des faisceaux lasers 

La propagation des faisceaux lasers est régie par les équations de Maxwell [23]. Ces dernières 

consistent en principe à examiner séparément les différentes composantes transversales du champ 

électrique ou magnétique et à les considérer comme indépendantes l’une de l’autre. 

L’amplitude complexe du champ électrique d’un faisceau E(r, z) est alors une solution de l’équation 

d’onde paraxiale qui prend la forme suivante :  

  
 2

,
, 2 0

E r z
E r z ik

z


  


 (1.1) 

avec : r=(x, y) est le vecteur position et k : est le nombre d’onde. 

 

L’équation (1.1) présente plusieurs solutions qui vérifient les conditions aux limites décrivant le 

faisceau laser. Ces solutions peuvent être regroupées dans deux grandes familles : l’une est obtenue 

par la méthode de séparation de variables en coordonnées cartésiennes et l’autre en coordonnées 

cylindriques [24]. 

1.2.2.1  Les faisceaux Hermite-Gauss 

Les faisceaux Hermite-Gauss représentent les solutions obtenues par la méthode de séparation 

de variables en coordonnées cartésiennes possédant les symétries axiales [19, 21]. Ces faisceaux 

s’expriment sous la forme suivante :  

  

   

2 2 2 2

0
,

2 2
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( ) ( ) ( ) ( ) 2

exp 1

m n m n

W x y x y x y
E x y z H H ik

W z W z W z W z R z

ik m n z

       
           

      

    

 (1.2) 

où, W0 est la taille minimale du faisceau qu’on appelle aussi waist, W(z) est la largeur du faisceau à 

la distance de propagation z. Les ordres (m et n) correspondent aux nombres de zéros de l’amplitude 

dans les directions transverses x et y. ϕ(z) et R(z) sont respectivement la phase et le rayon de courbure 

du front d’onde.  

Hm est le polynôme d’Hermite d’ordre m, définit par :  
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  (1.3) 
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En utilisant la formule de récurrence suivante :   

      1 12 2n n nH x xH x nH x    (1.4) 

On peut développer les polynômes d’Hermite selon la série ci-dessous : 

    
 
 

2
2

0

2
! 1

2 ! !

n s
n s

n
s

x
H x n

n s s





 


 (1.5) 

Une représentation spatiale de la répartition de l’intensité lumineuse, pour les faisceaux 

Hermite-Gauss dans le plan transverse à la direction de propagation, est illustrée sur la figure. 1.1.  

 

FIGURE. 1.1 – Section transversale des modes laser Hermite-Gauss [25]. 

1.2.2.2  Les faisceaux Laguerre-Gauss 

Les faisceaux Laguerre-Gauss représentent l’autre solution de l’équation d’onde paraxiale 

obtenue par la méthode de séparation de variables en coordonnées cylindriques. L’équation 

mathématique que prennent ces faisceaux est donnée par la forme suivante [19, 21]:  

    
2 2

, 0 2 2

0 0

2 2
, exp exp

l

l

p l pE E L il
W W W

  
  

     
       

   
 (1.6) 

où, E0 est une constante complexe et W0 est le waist du faisceau. Les indices (p et l) représentent 

l’ordre radial et l’ordre azimutal respectivement. 

 2 2

02l

pL W  est le polynôme généralisé de Laguerre d’ordre (p et l) qui est aussi défini de la manière 

suivante :  

    
!

l x p
l x p l

p p

x e d
L x e x

p dx


   (1.7) 
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Les relations entre les coordonnées cylindriques et cartésiennes sont définit par : 2 2x y    et

 1tan y x  .    

Une représentation spatiale de la répartition de l’intensité lumineuse des modes Laguerre-

Gauss dans le plan transverse à la direction de propagation est illustrée dans la figure. 1.2. 

 

FIGURE. 1.2 – Section transversale des modes laser Laguerre-Gauss [26].  

L’avantage de ces modes est leur pouvoir de générer de très petits volumes focaux notamment lorsque 

ils sont remodelés par un élément d’optique diffractif approprié (EOD) [27].  

1.2.2.3  Mode fondamental ou faisceau gaussien 

Nous pouvons tirer l’expression du champ électrique d’un faisceau laser d’ordre fondamental 

sortant de la cavité à partir de deux types de modes décrits ci-dessus, prenant en considération les 

conditions suivantes : (m=0, n=0) et aussi (l=0, p=0). Ce mode fondamental TEM00 est la base de 

l’étude des faisceaux lasers, appelé faisceau gaussien et son profil d’intensité à symétrie axiale est 

représenté par la figure. 1.3. Son champ électrique, selon les coordonnées radiales, est alors décrit 

comme suit [20, 22]:  

 

2 2

0
0( , ) exp exp ( )

( ) ( ) 2 ( )

W k
E z E i kz z

W z W z R z

 
 

     
         

      

 (1.8) 

où, ρ est la coordonnée radiale du faisceau gaussien, 2 /k    avec λ la longueur d’onde et W0 est 

le waist du faisceau laser gaussien. Les paramètres : W(z), ϕ(z) et R(z) sont respectivement la largeur 

du faisceau, la phase de Gouy et le rayon de courbure du front d’onde qui dépendent de la position 

longitudinale z et obéissent aux formules suivantes : 
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- ( )W z est la largeur du faisceau gaussien, telle que :  

 

2

2 2

0( ) 1
R

z
W z W

z

  
    
   

 (1.9) 

- ( )z est la phase de Gouy et son expression est donnée par :  

 ( ) arctan
R

z
z

z


 
  

 
 (1.10) 

Nous introduisons aussi une grandeur clé qui est la distance de Rayleigh ZR, elle décrit la profondeur 

de focalisation du faisceau laser :  

 
2

0
R

W
z




  (1.11) 

La relation (1.12) représente l’angle de divergence (élargissement du faisceau), qui est donné par le 

rapport entre la longueur d’onde λ et la largeur minimale W0 du faisceau gaussien.   

 
0W





  (1.12) 

Le rayon de courbure du faisceau gaussien R(z) s’exprime par la relation suivante :  

 

2

( ) 1 Rz
R z z

z

  
   

   

 (1.13) 

Les principales variables décrivant ce mode sont représentées dans la figure. 1.3. 

 

FIGURE. 1.3 – Illustration de la distribution d’un faisceau gaussien avec ses principaux paramètres. 

À partir de l’expression du champ électrique représentée par l’équation (1.8), la distribution de 

l’intensité est donnée par l’équation suivante [22] :  
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L’expression de l’intensité suivant l’axe de propagation z est donnée comme suit :  

 
 

2

0 0
0 2

(0, )
( ) 1 R

W I
I z I

W z z z

 
  

 
 (1.15) 

L’intensité décroit de sa valeur maximale à z=0 en se propageant progressivement selon z. 

1.3   Interférences des faisceaux lasers  

1.3.1  Principe  

Au début du 19ème siècle, le physicien britannique Thomas Young a ouvert une nouvelle voie 

à la physique, en démontrant grâce à une expérience des interférences lumineuses, la nature 

ondulatoire de la lumière. Ce phénomène d’interférence résulte de la superposition de deux ou 

plusieurs ondes émises par les sources cohérentes en un seul point de l’espace. En optique, de telles 

interférences ne peuvent être obtenues que par la division d’une onde issue d’une source unique. 

Suivant la manière dont cette séparation est réalisée, nous distinguons les phénomènes d’interférences 

par division de front d’onde ou par division d’amplitude [28, 29]. Le dispositif optique qui produit 

les interférences est nommé l’interféromètre. Il existe diverses configurations d’interféromètres, les 

plus connus et les plus utilisés sont les interféromètres de Michelson et de Mach Zenhder. 

1.3.2  Formalisme général des interférences à deux ondes 

Considérons le champ électrique d’un faisceau laser donné par l’expression complexe 

suivante [23]:  

 iE Ae   (1.16) 

où, A est l’amplitude et Ψ représente la phase.  

En fait, l’amplitude peut être constante lors de la propagation le long de l’axe ‘z’, comme le 

cas d’une onde plane. Par contre dans le cas d’un faisceau gaussien, l’amplitude dépend des 

coordonnées transversales ( , )x y  et décroit avec une forme gaussienne caractéristique donnée par :

 2 2 2exp x y W , et W représente la largeur du faisceau à la distance de propagation ‘z’.   

Par ailleurs, la phase d’une onde plane se propageant dans la direction ‘z’ peut prendre une forme 

simple donnée par : ( )kz t  où, 2k   est le nombre d’onde et   est la fréquence angulaire. En 

revanche, l’expression de la phase d’une onde gaussienne est plus élaborée et peut être représentée 

par :  2 2 2k x y R  avec ‘R’ est le rayon de courbure du front d’onde.  
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Il y a également une autre phase que les faisceaux gaussiens acquièrent en raison de la propagation, 

cette phase s’appelle la phase de Gouy donnée par    11 tan RN z z   , où zR est la largeur de 

Raleigh et N est l’ordre du mode de faisceau laser [30]. 

Alors, soient E1 et E2 les deux champs électriques issus de chaque faisceau laser, l’intensité 

totale de ces deux faisceaux en un point de l’espace est représentée par l’expression donnée comme 

suit : 

 
2

1 2| |I E E   (1.17) 

    21 2
1 2| |

i i
Ae A e

 
  (1.18) 

    
   2 2 1 2 1 2

1 2 1 2

i i
A A A A e e

     
    

 
 (1.19) 

  2 2

1 2 1 2 1 22 cosI A A A A      (1.20) 

La relation (1.20) représente la distribution de l’intensité totale. Le premier terme représente la 

somme des intensités individuelles de chaque faisceau et le second terme est lié à l’origine du 

phénomène de l’interférence. 

Généralement, pour avoir un bon contraste de l’image, on pose : A1=A2=A ; dans ce cas, l’intensité 

peut s’écrire plus simplement :  

     22 1 cosI A    et, (1.21) 

  1 2     (1.22) 

avec est la différence de phase entre les deux faisceaux. Cette différence de phase est le paramètre 

clé qui module la distribution de l’intensité des franges d’interférences qu’on appelle 

interférogramme composé généralement de franges brillantes et de franges sombres. 

Une mise en forme de l’intensité de faisceau laser en utilisant ce principe de l’interférence a 

déjà été démontrée dans la littérature. D’ailleurs, la génération d’un point focal ayant une taille 

inférieure à celle d’un faisceau gaussien a été obtenue par la superposition axiale de deux faisceaux 

gaussiens [17, 31]. Nombreuses sont  les applications basées sur le phénomène d’interférence telles 

que: l’interférométrie classique [32], l’holographie et la fabrication des éléments holographiques pour 

le stockage de données et d’images numériques [33], la reconnaissance de forme, l’interférométrie de 

speckle [34, 35] et les mesures astronomiques. À partir des trois dernières décennies, les recherches 

se sont accentuées sur l’application des interférences en microscopie optique [18, 36].  
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1.4  Microscopie optique à fluorescence 

 La microscopie optique permet l’observation des objets à des petites échelles. La condition 

nécessaire pour faire apparaître ou discerner un objet est le fait qu’il soit contrasté et cela grâce à sa 

capacité d’absorption, de réflexion ou d’émission de photons. Pour les objets transparents, de 

nombreuses techniques ont été mises au point afin d’augmenter le contraste. La fluorescence apparaît 

aujourd’hui comme l’un des moyens les plus efficaces. La technique consiste à marquer avec un 

fluorophore une espèce de molécule utilisée dans le processus d’étude. En général, ces fluorophores 

sont excités optiquement pour réémettre une lumière dite la fluorescence (qui sera détaillée dans le 

chapitre 3).  

Récemment, de nombreux développements en microscopie ont permis l’émergence d’une 

large variété de systèmes dotés de différentes caractéristiques et propriétés. Cependant, l’élément 

principal et commun de tous microscopes optiques concerne l’objectif de microscope. Il est 

caractérisé par une ouverture numérique ON (NA : Numerical Aperture en anglais), comme illustré 

sur la figure.1.4. Elle est le paramètre influençant la quantité de photons traversant l’objectif, définie 

par .sinON n  , avec ‘n’ l’indice de réfraction dans le milieu d’observation et ‘θ ’est le demi-angle 

au sommet du cône de lumière entre l’axe optique et le rayon le plus écarté de l’axe optique qui entre 

ou sorte de l’objectif.  

 

FIGURE. 1.4 – Description de l’ouverture numérique d’un objectif de microscope. 

1.4.1  Limite de la résolution spatiale d’un microscope optique 

À la fin du dix-neuvième siècle, les physiciens Ernst Abbe [37], John William Rayleigh [38] 

et Émile Verdet [39] étudièrent les propriétés de focalisation de la lumière. Ils arrivèrent à montrer 

que la limite de la résolution d’un microscope dépend des lois de la diffraction. Plusieurs chercheurs 

ont tenté de calculer la réponse impulsionnelle du microscope, cette dernière est aussi appelée la 

fonction d’étalement du point (PSF pour, Point Spread Function en anglais), qui est la description 

mathématique de l’image du disque d’Airy obtenue lorsqu’on observe un point lumineux par un 

système optique.  
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Une large gamme d’approches ont été développées dans la littérature pour la description de la PSF. 

La plupart des approches qui existent pour la distribution de l’intensité lumineuse dans la région 

focale d’un objectif de microscope sont, soit très simplistes conduisant au modèle scalaire comme 

celui de Born et Wolf, soit précises consacrées à la description vectorielle proposée par Richards et 

Wolf. D’ailleurs, en comparaison avec l’approche vectorielle, plusieurs auteurs ont montré que 

l’approximation scalaire donne une bonne description de la PSF au plan focal lorsqu’elle est excitée 

par une onde plane (voir le chapitre 4). Cette fonction est exprimée par la relation suivante [23]:  

 

2
1 2 2

0

0

( ,z) ( )exp
2

ikON z
PSF r A J krON d

n


  

 
  

 
  (1.23) 

avec, A est une constante d’amplitude, J0 est la fonction de Bessel d’ordre zéro, k est le nombre d’onde 

donné par 2π/λ et λ est la longueur d’onde. Le paramètre 
2 2x +yr   indique les coordonnées d’un 

point, ON est l’ouverture numérique de l’objectif de microscope et ‘n’ est l’indice de réfraction. 

Alors, la tache de diffraction d’une onde plane décrite par le modèle de Born et Wolf est équivalente 

à la fonction du disque d’Airy donnée par :   

 

2 21
2 1

0

0

( )
( ,0) ( )

J krON
PSF r A J krON d A

krON
  

 
   

 
  (1.24) 

Ce modèle a été utilisé par Rayleigh pour établir son critère de résolution, il relie la résolution 

du système aux dimensions de la PSF et considère que deux pics voisins ne peuvent être résolus si le 

maximum de l’un correspond au minimum de l’autre. Conventionnellement, cette distance minimale 

est estimée par le diamètre de la tache de diffraction qui corresponde à la largeur à mi-hauteur du 

premier zéro de la fonction de Bessel d’ordre un (J1). En deçà de cette distance, le système optique 

perd son pouvoir séparateur. 

La connaissance exacte de la PSF permet en principe d’obtenir une meilleure estimation du 

pouvoir de résolution. Donc, appliquer un algorithme d’ajustement adéquat à la PSF s’avère 

nécessaire. Par conséquent, une fonction gaussienne a été proposée pour l’approximation de la PSF 

où, l’estimation des paramètres de la réponse impulsionnelle d’un tel modèle a fait l’objectif de 

nombreux travaux [40–42]. Cette considération gaussienne des PSFs réduit le nombre de variables à 

estimer et contraint aussi la forme des PSFs. La relation entre les paramètres définis par 

l’approximation gaussienne de la PSF dans la détermination de la résolution selon le critère de 

Rayleigh, la FWHM (la largeur à mi-hauteur pour, Full width at Half Maximum en anglais) et le 

waist, est représentée sur la figure. 1.5.   
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FIGURE. 1.5 – La relation entre le critère de Rayleigh, la FWHM et le waist, dans la description de la 

résolution. 

1.4.2  Microscopie conventionnelle 

En microscopie conventionnelle, aussi appelée à champ large, l’échantillon est entièrement 

illuminé par une source de lumière blanche, généralement une lampe à mercure ou à xénon. Alors, 

tout objet se trouvant sur la trajectoire de cette lumière émet des photons dans toutes les directions. 

Ces photons proviennent de l’ensemble de l’échantillon sont collectés par l’objectif de microscope 

puis par le détecteur où l’image sera formée. La résolution latérale est définie selon le critère de 

Rayleigh comme la distance minimale en-dessous de laquelle on ne peut pas résoudre deux points 

proches, soit [43, 44] :  

 , 0.61x yr ON  (1.25) 

De la même manière, la résolution axiale selon le critère de Rayleigh est inversement proportionnelle 

au carré de l’ouverture numérique de l’objectif et définie par :  

 2

min 2z n ON  (1.26) 

Le dispositif décrit dans la figure. 1.6 (a) représente les chemins optiques pour l’excitation et 

la détection d’un point dans le plan focal de l’objectif. Sachant que les ondes d’illumination et de 

détection étant spectralement dissociées par un dispositif optique appelé miroir dichroïque. Dans la 

microscopie conventionnelle, l’image finale contient l’image du plan focal ainsi que l’information de 

la partie hors foyer. Le faite de superposer ces différents plans, l’image finale apparaît floue dans le 

plan de détection. Ceci limite la résolution du système et la qualité des images.  

Le premier dispositif à améliorer la résolution de la microscopie conventionnelle et à pallier 

ses défauts est la microscopie confocale. Cette dernière est aujourd’hui considérée comme un outil 

de référence dans le domaine de l’imagerie.  
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1.4.3  Microscopie confocale 

En 1957, l’américain Marvin Minsky dépose son brevet en inventant le principe de la 

microscopie confocale [45]. Son idée consiste d’améliorer la résolution par l’élimination spatiale de 

la lumière provenant des plans hors focalisation de l’échantillon. En pratique, cette technique n’a pas 

eu d’importance que vers les années 80, avec le développement des sources lasers ainsi que les 

détecteurs ultrasensibles et l’apparition des outils performants pour le traitement des données.  

D’ailleurs la lampe d’excitation en microscopie conventionnelle est remplacée par une source laser. 

Ce laser est focalisé sur l’échantillon à travers un objectif de microscope. Ensuite, les photons émis 

par cet échantillon sont collectés par le même objectif, puis transmis par le miroir dichroïque afin de 

se focaliser finalement dans un trou confocal (‘pinhole’ en anglais). Ce trou confocal, placé au foyer 

optique conjugué de l’objectif, permet de bloquer toute la lumière en provenance des plans non-

focaux [46] et collecter ainsi celle qui passe par le foyer à destination du détecteur ( la figure. 1.6 (b)). 

Grâce à ce trou, la zone étudiée étant très restreinte, permet une bonne résolution tridimensionnelle 

[47]. 

 

FIGURE. 1.6 – Présentation des principales techniques de microscopie. a) La microscopie conventionnelle et 

b) la microscopie confocale [48]. 

Les expressions mathématiques des résolutions dans les directions latérale et axiale sont 

données par [43] :   

 
, 0.4conf

x yr ON  (1.27) 

 2

min 1.4confz n ON  (1.28) 

Par conséquent, les résolutions latérale et axiale en microscopie confocale sont améliorées par rapport 

à la microscopie conventionnelle.  
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Au cours des deux dernières décennies, plusieurs nouvelles techniques d’imagerie optique ont 

été introduites pour dépasser la limite de diffraction, ces techniques se basent sur la structuration de 

la distribution de l’intensité d’excitation dites les techniques de super-résolution ou hyper-résolution 

optiques. 

1.5  Techniques de super-résolution en microscopie optique  

En microscopie optique, les techniques de super-résolution sont appelées ainsi pour leurs 

capacités de dépasser la limite imposée par le phénomène de diffraction et de produire une tache 

centrale de diffraction plus petite que la tache d’Airy. De nombreux groupes de recherche ont 

concentré leurs efforts sur le développement de nouvelles techniques permettant de franchir la limite 

de diffraction. En intervenant sur le matériel utilisés, comme les objectifs à grande ouverture 

numérique, les longueurs d’ondes d’excitation les plus petites et les détecteurs de forte sensibilité. 

Tandis que de nombreux efforts ont été menés pour contourner la limite de diffraction en structurant 

l’intensité du faisceau d’excitation.  

Le principal avantage commun de ces techniques super-résolues purement optiques est 

qu’elles ne reposent pas sur les propriétés des échantillons (fluorophores), mais le pouvoir de 

résolution de l’instrument est amélioré intrinsèquement par un développement de méthodes exploitant 

des géométries de focalisation plus élaborées. Chacune a cependant ses spécificités : certaines 

améliorent sensiblement la résolution axiale tandis que d’autres interviennent davantage sur la 

résolution latérale. Généralement, toutes ces techniques présentent des avantages et des 

inconvénients, et il appartient à l’utilisateur de choisir celle qui est la plus adaptée au mieux pour 

répondre à sa question de recherche [49]. 

Dans ce qui suit, nous allons énumérer quelques exemples d’application de la structuration 

des faisceaux lasers en microscopie. Les méthodes de la réduction du volume d’excitation peuvent 

être divisées en deux catégories principales ; celles qui se basent sur un seul faisceau et celles sur 

plusieurs faisceaux. 

1.5.1  Réduction du volume d’excitation : Méthodes à un faisceau 

Afin d’exciter efficacement un échantillon, le faisceau laser est focalisé dans un tout petit 

volume appelé volume d’excitation. En fait, la résolution du système est définie par le volume de 

détection (volume d’observation). Ce dernier dépend à la fois des propriétés du faisceau via le volume 

d’excitation et du système optique de collection. Jusqu’à présent, quasiment rien n’a permis de réduire 

le volume de collection hormis un trou confocal adapté à la tache de diffraction qui limite axialement 

le volume de collection et par conséquent le volume de détection. 
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Dans cette sous-section, un bref aperçu sur quelques différentes méthodes qui sont apparues 

afin de produire une lumière d’excitation structurée dans l’objectif d’améliorer la résolution jusqu’au 

volume sub-longueur d’onde. 

1.5.1.1  Microscopie de fluorescence par réflexion totale : TIRF 

La microscopie TIRF a été développée au début des années 1980 par Daniel Axelrod à 

l’Université du Michigan (Etats-Unis) [50]. Le principe physique de cette technique repose sur 

l’illumination en réflexion totale interne à travers une interface (solide/liquide), entre deux milieux 

d’indices de réfraction respectifs ‘n1’ pour le milieu incident (la lamelle en verre) et ‘n2’ pour le 

second milieu (l’échantillon en solution aqueuse). Le phénomène de réflexion totale interne pourra 

avoir lieu lorsque le rayon lumineux incident se trouve dans un milieu d’indice de réfraction plus 

grand que l’éventuel rayon réfracté (n1>n2) avec un angle d’incidence ‘θ’ supérieur à l’angle critique 

de réflexion. Dans ces conditions, une génération d’onde évanescente de longueur d’onde λ survient 

au niveau de l’objet, comme illustré sur la figure. 1.7. Le champ de l’onde évanescente est confiné 

longitudinalement sur une distance d’une centaine de nanomètres appelée profondeur de pénétration 

‘d’ donnée par :  

 2 2

1 24 ( sin )
d

n n






 
 (1.29) 

Ce champ se propage parallèlement à la surface entre les deux milieux afin d’exciter l’échantillon 

(molécule fluorescente) qui se déplace sur l’interface supérieure. Cette configuration permet d’obtenir 

une résolution longitudinale typiquement autour de λ/7 (avec ON=1.45 et n2=1.33). Par conséquent, 

le volume d’excitation est limité que pour les fluorophores localisés près de l’interface [51].  

 

FIGURE. 1.7 – Principe de la microscopie TIRF. 
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1.5.1.2  Microscopie à feuille de lumière  

Une autre méthode de réduction du volume d’excitation consiste à illuminer sélectivement un 

plan d’intérêt dans l’échantillon. VOIE et al ont démontré la méthode pour la première fois en 1993 

par l’utilisation d’un microscope à base de feuille de lumière (LSM, pour light sheet microscopy) 

[52]. Dans cette technique, comme représenté sur la figure. 1.8, une lentille cylindrique est utilisée 

afin de produire une fine couche de lumière orthogonale à l’objectif nommée feuille de lumière. Elle 

permet d’imager un seul plan à la fois et réduit considérablement le photo-blanchiment des structures 

hors focales avec un rapport signal sur bruit très élevé. Par cette méthode, l’échantillon est scanné le 

long de la dimension axiale ce qui permet à une pile d’images de reproduire une reconstruction 3D. 

 

FIGURE. 1.8 – Principe de la microscopie à base de feuille de lumière. 

À la place du faisceau gaussien, l’utilisation d’un faisceau de Bessel, produit par un axicon, a 

permis l’élaboration de feuilles de lumière ultraminces. Ces dernières contribuent à l’augmentation 

supplémentaire de la résolution ainsi que la réduction du photo-blanchiment [53]. La principale limite 

de cette technique est la distance du travail de l’objectif de microscope, car généralement les objectifs 

de grandissement important ont une courte distance de travail. De ce fait, cette technique n’est pas 

applicable à tous types d’échantillons. 

1.5.2  Réduction du volume d’excitation : Méthodes à deux ou plusieurs faisceaux  

1.5.2.1  Microscopie 4π 

Dans les années 1990, Stefan Hell a eu l’idée d’utiliser les interférences pour franchir la limite 

de résolution imposée par la diffraction [54]. La technique est basée sur l’utilisation couplée de deux 

objectifs de microscope de positionnement opposé pour structurer le volume d’excitation. Le nom de 

4π-microscope vient des premiers montages décrits par Hell et Sheppard [18, 55], où la fluorescence 

fût collectée quasiment dans toutes les directions de l’espace (sur 4π stéradians).  
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Dans le montage expérimental, la lumière laser est divisée en deux faisceaux se propageant en 

direction inverse, qui sont ensuite focalisés indépendamment par les deux objectifs opposés. Des 

interférences constructives au niveau de l’échantillon entre les deux faisceaux permettent de réduire 

la dimension de la tache de focalisation et d’augmenter la résolution axiale d’un facteur 5 fois 

supérieure à celle obtenue avec un microscope confocal. 

Il existe plusieurs configurations de la microscopie 4π qui différent par les conditions de 

détection. Quand’ il y a des interférences à la fois sur le faisceau d’excitation et sur l’émission, nous 

faisons référence au 4π-microscope de type C. Par contre, les types A et B ne font interférer que le 

faisceau l’excitation ou celui de l’émission. La mise en œuvre des microscopes 4π reste toutefois très 

complexe notamment ne permettent ni de travailler avec les échantillons volumineux ni d’être réglés 

facilement par les non-spécialistes [56]. 

 

FIGURE. 1.9 – Principe de la microscopie 4π [56]. 

De nombreuses techniques sont d’ailleurs dérivées de la microscopie 4π, développées et sont 

même commercialisées. La méthode à hyper-résolution la plus répandue est la microscopie I5M en 

champs large [57]. L’échantillon est excité par deux objectifs de haute ouverture numérique placés 

dans des directions opposées. L’interférence constructive des deux faisceaux focalisés permet ainsi 

d’obtenir une PSF de 3 à 4 fois plus petite dans la direction axiale que celle obtenue par un microscope 

confocal.  

1.5.2.2  Microscopie par illumination structurée 

La microscopie à illumination structurée (SIM) est l’une des principales techniques de la 

super-résolution. L’idée a été décrite pour la première fois dans un brevet en 1997 par Gustafsson  et 

réalisée expérimentalement en 2000 [58]. La SIM est une technique à champ large dans laquelle 

l’échantillon est excité avec une série d’illuminations de profils structurés spatialement par 

l’application d’un motif d’illumination.  
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Ce motif d’illumination est périodique, souvent un réseau de diffraction, pour interférer au foyer de 

l’objectif les ordres de diffraction +1 et −1. Récemment, le réseau est remplacé par un modulateur 

spatial de lumière (SLM : Spatial Light Modulator) [59]. En multipliant la fréquence du réseau par 

les fréquences spatiales élevées de l’échantillon, les interférences de Moiré se produisent. Par 

conséquent, l’image acquise est un produit du diagramme de l’illumination et la structure de 

l’échantillon (figure. 1.10). Les images obtenues avec des motifs d’éclairage décalés et / ou pivotés 

sont ensuite utilisées afin de calculer l’image finale super-résolue. Le décalage introduit par le motif 

permet d’observer les fréquences spatiales plus élevées. L’amélioration de la résolution peut être 

observée en regardant la transformée de Fourier des images acquises. L’illumination structurée 

permet donc de restaurer les fréquences spatiales perdues par le microscope. 

En utilisant cette technique, il est également possible d’augmenter la résolution latérale d’un 

facteur d’environ 2 fois la limite de la résolution optique. Cependant, elle est difficilement applicable 

aux plans plus profonds car les échantillons diffusent. Dans ces circonstances, il devient difficile de 

conserver la structure de l’illumination [60]. 

 

FIGURE. 1.10 – Principe de la microscopie SIM [61]. 

A ce jour, les incarnations récentes de la technique atteignent de grandes résolutions tant dans 

les directions latérales qu’axiales [57, 62]. Les meilleurs résultats ont été obtenus en combinant 

l’illumination structurée avec la microscopie I5M. Dans cette configuration, la PSF devient quasi-

isotrope, ce qui correspond à une résolution spatiale d’environ 100 nm dans les trois dimensions [49]. 

1.5.2.3  Microscopie à déplétion par émission stimulée : STED 

L’une des technique les plus sophistiquée permettant de dépasser la limite due à la diffraction 

est la microscopie à déplétion par émission stimulée  (STED : Stimulated Emission Depletion) [63]. 

Le principe de cette microscopie est assez différent des autres techniques de microscopies présentées. 

La microscopie STED est basée sur la déplétion de l’émission stimulée de la fluorescence afin de 

diminuer la zone de l’émission de fluorescence spontanée par la saturation d’une transition entre deux 

états électroniques et empêcher localement l’émission de la fluorescence [64].  
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L’excitation de l’échantillon est effectuée par un faisceau continu focalisé dans des dimensions 

limitées par la diffraction et entouré par un deuxième faisceau impulsionnel en forme d’anneau 

encerclant la zone à imager (les impulsions sont de l’ordre de picoseconde au femtoseconde avec une 

longueur d’onde légèrement décalée vers le rouge). Ce faisceau provoque alors l’émission stimulée à 

la périphérie du point de focalisation de l’excitation et interdit l’émission spontanée. Alors, seule la 

zone située au centre de l’anneau produit une émission spontanée de fluorescence avec une longueur 

d’onde différente du celle de l’émission stimulée. Un filtre spectral permet de bloquer la longueur 

d’onde indésirable provenant de l’émission stimulée afin de n’observer que la fluorescence de la zone 

d’intérêt [65]. La taille de cette zone non déplétée est donc fortement réduite permettant ainsi 

d’atteindre des résolutions optiques de quelques nanomètres [66]. 

 

FIGURE. 1.11 – Principe de fonctionnement de la microscopie STED [67]. 

1.6  Conclusion 

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés aux progrès dans l’optique des faisceaux lasers 

et leurs applications en microscopie optique. Dans un premier temps, une étude bibliographique a été 

effectuée sur les différents types de faisceaux laser ainsi que leurs interférences. Ensuite, un intérêt 

particulier a été porté aux microscopes à base de la structuration de faisceaux d’excitation. En outre, 

différentes techniques de microscopie ont été présentées dans l’objectif d’augmenter la résolution 

optique. La liste des méthodes pour l’amélioration de la résolution spatiale est bien longue. Chaque 

méthode a ses avantages et ses inconvénients. Malgré cela, la microscopie à champ large et confocale 

restent très utilisées et faciles à manipuler pour l’étude des échantillons relativement variés.  
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2. Chapitre 2 : Les nanoparticules d’or en nanotechnologie 

Chapitre 2 
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2.1  Introduction 

Les nanosciences ont connu un essor fulgurant ces dernières décennies, et ont fait l’objet de 

nombreux travaux de recherches dans diverses disciplines comme la physique, la chimie, la biologie 

et les sciences techniques. Ces recherches ont suscité des espoirs importants en raison des propriétés 

particulières de la matière à l’échelle nanométrique qui permettent d’envisager de nouvelles 

fonctions. Néanmoins, cela inclut de nouvelles problématiques de fabrication, de manipulation et 

d’observation des nano-objets. Afin d’étudier et comprendre les propriétés de ces derniers ainsi que 

leurs interactions avec leurs milieux environnants, l’instrumentation doit être performante. Avec 

l’émergence du domaine de la nanotechnologie, les outils et méthodes se multiplient pour bénéficier 

du processus de la nano-fabrication à la nano-détection [68].  

Afin de répondre au mieux aux exigences des nanosciences et comprendre les phénomènes 

associés, il faut qu’il y ait l’association de l’optique (microscopie et spectroscopie), la photonique 

(l’interaction lumière matière), la chimie de surfaces et la physique…. Les dernières avancées 

résultantes de cette intégration pluridisciplinaire ont permis l’apparition de certaines techniques de 

caractérisation très performantes et sensibles. Ces dernières sont même adaptées à l’analyse in situ 

par l’intégration de la dimension temporelle et la prise en compte des phénomènes dynamiques afin 

de caractériser les nano-objets dans leur environnement fonctionnel. Il est désormais possible 

d’étudier les phénomènes auxquels sont soumis les nano-objets pendant leur occurrence [69].  

Ce chapitre expose d’une manière générale les nanomatériaux, notamment les nanoparticules 

d’or qui ont différents domaines d’application tels qu’en chimie, biologie et plus particulièrement en 

médecine. Ensuite, les méthodes spectroscopiques capables de caractériser ces nano-objets avec une 

grande résolution spatiale seront présentées. Dans ce contexte, la spectroscopie Raman et la 

spectroscopie de corrélation seront les différentes techniques abordées dans ce manuscrit pour étudier 

les nanoparticules et caractériser leurs propriétés physico-chimiques. 
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2.2  Nanoparticules et nanomatériaux 

La nanotechnologie est la science qui traite la matière à l’échelle du nanomètre (un 

milliardième de mètre : 1 nm = 10-9 m) dont la taille est l’un des critères principaux définissant les 

nanoparticules ou les nanomatériaux. La nanoparticule est la composante fondamentale de la 

constitution d’une nanostructure. Sa dimension caractéristique est située dans l’ordre de grandeur 

allant de 1 à 100 nm d’après la norme ISO, mais plus grande qu’un atome défini par la mécanique 

quantique [70]. 

L’histoire des nanomatériaux remonte à 1959 lorsque Richard P. Feynman, physicien et 

lauréat du prix Nobel, a mis au défi la communauté scientifique dans l’une de ses conférences en 

déclarant : «Il y a beaucoup d’espace en bas». Il a suggéré que le passage au niveau inférieur était la 

clé de la technologie et l’avancement vers le futur, en semant les graines d’une nouvelle ère et en 

prédisant l’avènement des nanomatériaux [71]. Au fil des années, de nouveaux matériaux nano-

structurés sont apparus avec de nouvelles propriétés magnétiques, optiques, chimiques et physiques 

fondamentalement différentes de celles du matériau massif. Grâce à l’augmentation du nombre 

d’atomes de surface par rapport à la diminution de la taille des particules (très grand rapport 

surface/volume), les  nanoparticules acquièrent des surfaces spécifiquement réactives [72]. 

Récemment, une grande variété de nanoparticules ayant bouleversé plusieurs domaines, grâce 

à leurs diversifications causées par les différences liées à leur taille, leur surface spécifique ou encore 

leur forme et notamment leur composition chimique. Par exemple, on distingue les nanoparticules 

composites (Quantum dots CdSe- ZnS), les nanoparticules inorganiques (nanotubes de carbone), les 

nanoparticules métalliques (or, argent, oxydes de fer), les nanoparticules magnétiques, organiques 

(polymères) et les nanoparticules lipidiques (liposomes), sont les types de nanoparticules les plus 

prometteuses fabriquées de nos jours pour diverses applications [73], comme illustré en figure. 2.1. 

 

FIGURE. 2.1 – Les différents types de nanoparticules [74].  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisation_internationale_de_normalisation
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En raison de leurs propriétés physiques et chimiques remarquables, cette nouvelle famille de 

nanomatériaux, particulièrement de métaux est pressentie pour de nombreuses applications. Grâce à 

leurs performances, plus légères, plus solides et plus durables, un large éventail d’applications est 

disponible. Actuellement, les nanoparticules sont adoptées par plusieurs domaines, notamment dans 

le secteur industriel en raison de leurs applications dans des systèmes de stockage électroniques [75]. 

Améliorer l’efficacité des panneaux solaires [76] ou encore en spectroscopie Raman (SERS) où, leur 

réponse optique peut également être utilisée indirectement dans la caractérisation de diverses 

molécules [77]. Aussi, dans la biotechnologie comme les nano-vecteurs pour une administration 

ciblée de médicaments [78, 79], ou bien dans les produits pharmaceutiques ou cosmétiques [80].  

Récemment, les nanoparticules métalliques offrent de grandes opportunités dans le domaine de la 

nanomédecine pour le diagnostic et thérapie des cancers [81, 82]. 

2.2.1  Les nanoparticules d’or et leurs propriétés 

L’histoire des nanoparticules (notées NPs) d’or remonte à l’époque romaine, quand elles 

furent utilisées pour des fins décoratives. L’exemple le plus célèbre est la fameuse coupe de Lycurgus 

constituée d’un verre contenant des NPs d’or et d’argent, ce qui lui donne une couleur différente en 

fonction de l’éclairage (intérieur ou extérieur) [83]. Toutefois, l’importance scientifique des NPs d’or 

n’a commencé qu’avec les travaux de Michael Faraday vers les années 1850, lorsqu’il a observé que 

les solutions d’or colloïdales1 ont des propriétés différentes de l’or massif. La solution colloïdale est 

de couleur rouge intense pour les particules de moins de 100 nm et elle est d’une couleur jaunâtre 

pour les grosses particules [84]. Afin, de décrire les propriétés de coloration des NPs d’or dispersées, 

il est nécessaire de passer en revue certaines caractéristiques des NPs d’or. Cette nouvelle classe de 

nanomatériaux ayant des propriétés distinctes de l’or à l’échelle macroscopique qui s’explique par 

l’augmentation du nombre d’atomes de surface avec la diminution de la taille des particules qui sont 

responsable de l’interaction lumière-particule. Le phénomène appelé la « résonance plasmon » décrit 

l’interaction des électrons libres à la surface de la NP avec la lumière. Ce phénomène donne aux NPs 

des propriétés optiques uniques dépendant de la longueur d’onde [85]. 

 

 

 

 

   

                                                           
1Les solutions colloïdes sont des nanoparticules métalliques en suspension.  
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2.2.1.1  Les propriétés optiques des nanoparticules d’or 

A) Bande plasmon de surface 

Lorsque la NP d’or est soumise à un champ électromagnétique, les électrons libres (de surface) 

sont mis en mouvement et oscillent de manière collective ; ces oscillations sont appelées oscillations 

plasmoniques [86], comme illustré à la figure. 2.2. Un déplacement collectif du nuage d’électrons, 

produit un excès de charges négatives d’un côté et un excès de charges positives de l’autre. Il en 

résulte l’apparition d’un champ électrique ayant tendance à ramener le nuage d’électrons à sa position 

d’équilibre en effectuant des oscillations autour de cette position à la fréquence du plasmon [87, 88]. 

Avec la réduction de la taille de matériau, la propagation de cette onde est suspendue et le plasmon 

de surface reste confiné à l’intérieur de la NP et prend le nom de plasmon de surface localisé (LSP). 

Lors les NPs sont soumises à un rayonnement électromagnétique de fréquence égale à la fréquence 

d’oscillation du plasmon de surface localisé, on parle de résonance des plasmons de surface localisés 

(LSPR). Dans ce cas, une exaltation locale du champ électromagnétique se produit avec une intensité 

évanescente (exponentiellement décroissante) en s’écartant de la surface de la NP [89]. 

 

FIGURE. 2.2 – Principe de l’effet plasmon de surface [89]. 

En effet, la bonde plasmon dépend de nombreux facteurs influençant sa position et son intensité. 

B) Influence de la taille 

La position de la résonance du plasmon (LSPR) des NPs peut différer sensiblement d’une 

petite particule par rapport à une plus grande et cela même avec une identique nature chimique. Car, 

pour les grandes tailles, la proportion des électrons qui oscillent est très faible par rapport au nombre 

total d’électrons, ce qui tend à décaler l’absorption légèrement vers le rouge tandis que la diffusion 

croît rapidement. Donc, l’augmentation de la taille engendre un déplacement de la position du 

maximum de la résonance du plasmon vers les plus grandes longueurs d’onde [86, 90].    
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C) Influence de la forme  

En effet, la diversification dans les formes des NPs mène à la différence de leurs propriétés. 

Chaque géométrie de NP à un mode d’oscillation des électrons de surface correspondant à une 

fréquence de résonance propre. Par exemple, les NPs en forme de nano-bâtonnets ont deux modes 

résonance un longitudinal et l’autre transversal. La LSPR dépend fortement de rapport 

longueur/largeur [91] et lorsque le rapport augmente la position du LSPR se déplace du visible vers 

l’infrarouge [92, 93].   

D) Influence du milieu environnant  

Les propriétés des NPs dépendent tout autant de leur environnement comme de leur 

composition. La nature de milieu environnant modifie directement l’oscillation collective des 

électrons par le biais de la constante diélectrique, c’est-à-dire, l’indice de réfraction du milieu, ce qui 

affecte la LSPR des NPs. Alors, la bande plasmon se décale vers les grandes longueurs d’onde avec 

l’augmentation de l’indice de réfraction de milieu environnant [94–96]. 

Différentes méthodes de synthèse des NPs d’or ont été développées permettant la mise en 

œuvre de différentes tailles et formes de NPs. Sphériques et non-sphériques (Nano-étoile, nano-

bâtonnet, nano-cube, nano-triangle et nano-amas (voir la figure. 2.3) [97–99] avec des chimies de 

surface (environnement) multiples pour des applications spécifiques [100, 101]. 

 

FIGURE. 2.3 – Les différentes formes des NPs d’or.  

2.2.1.2  Les applications des nanoparticules d’or 

Les domaines d’applications des NPs d’or sont très variés. Leurs possibilités d’applications 

sont non seulement liées aux propriétés morphologiques mais également à leurs surfaces spécifiques. 

Les NPs d’or ont des propriétés de réactivité de surface uniques dues au rapport surface/volume très 

élevé. En effet, les NPs d’or présentent de grandes capacités de fonctionnalisation ou multi-

fonctionnalisation en surface [100]. Il est montré que la surface de l’or présente une forte affinité pour 

les molécules contenant des groupes fonctionnels tel que; les groupements thiol (-SH) [102], les 

mercaptans [103], les phosphines [104] et les amines [105].  
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Etant donné que les NPs d’or soient biocompatibles, cela offre une opportunité unique de les 

conjuguer aux ligands tels que des ADN, des protéines, enzymes, anticorps et au polymères (éthylène 

glycol, PEG) [106, 107] afin de les vectoriser pour cibler les cellules cancéreuses ou autres [108, 

109]. 

En plus, les NPs d’or sont des candidats très intéressants pour les applications de détection grâce à 

leurs propriétés optiques [110]. La grande sensibilité de la LSPR envers l’environnement permet de 

les utiliser comme capteurs. Ces applications sont possibles en modifiant la distance molécule-NP ou 

en modifiant la constante diélectrique du milieu qui affecte directement la position LSPR. Lors de la 

présence d’une molécule adsorbée ou à proximité d’une NP, son émission Raman est exaltée par la 

NP [111]. Cette exaltation trouve son origine dans les modifications de l’environnement 

électromagnétique dues à la présence de la NP et est connue sous le nom de la diffusion Raman 

exaltée de surface (SERS).  

2.3  Diffusion Raman 

La diffusion Raman est basée sur la diffusion inélastique de la lumière qui fut observée 

expérimentalement pour la première fois en 1928 par C. V. Raman et son étudiant K. S. Krishnan 

[112]. En 1930, Raman a reçu le prix Nobel de physique pour cette découverte.  

Il s’agit d’un processus physique, c’est à dire, quand une molécule est irradiée par une onde 

électromagnétique, une grande partie de la lumière est diffusée d’une manière élastique induisant 

l’émission d’un photon de même énergie nommée la diffusion Rayleigh, et une autre partie de faible 

proportion d’une manière inélastique induisant l’émission d’un photon avec une énergie différente 

nommée la diffusion Raman. Cet échange d’énergie est dû au niveau vibrationnel excité induisant 

une diffusion de la lumière à une énergie soit plus faible nommée la diffusion Stokes soit par un gain 

d’énergie appelée la diffusion anti-Stokes. La diffusion Stokes a lieu quand la molécule est au départ 

à l’état fondamental et se désexcite sur un état vibrationnel excité en diffusant une énergie plus faible. 

La diffusion anti-Stokes se produit quand la molécule est au départ dans un état vibrationnel excité et 

se désexcite vers l’état fondamental avec une énergie rediffusée supérieure à l’énergie d’excitation. 

A l’équilibre thermodynamique, l’état fondamental est le plus peuplé par rapport aux états excités 

(distribution de Boltzmann) alors, ce dernier processus est très peu probable [113]. Un diagramme 

énergétique dans la figure. 2.4 illustre les deux processus de la diffusion Raman (Stokes et anti-

Stokes) et la diffusion élastique (Rayleigh) ainsi que leurs correspondances en fréquence. 
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FIGURE. 2.4 – Principe de la spectroscopie Raman.  

Pour obtenir un spectre Raman, il faut que l’échantillon soit excité par une lumière 

monochromatique. La différence entre l’énergie d’excitation et celle diffusée donne les informations 

sur les énergies de modes de vibration de la molécule analysée et les positions des bandes 

correspondent à leurs fréquences propres. Il est donc possible de faire l’analyse de la composition 

chimique de l’échantillon et sa structure moléculaire [114]. 

Par ailleurs, la section efficace de diffusion Raman est très faible, c’est-à-dire, que seule une 

faible partie du rayonnement incident sera effectivement diffusée de manière inélastique par l’objet 

étudié. Donc, l’utilisation d’une grande quantité de la matière est nécessaire pour collecter un signal 

Raman exploitable. Ceci la rend inutilisable pour de faibles concentrations et inadaptée pour la 

caractérisation des nano-objets. Pour observer de faibles concentrations de molécules, il est alors 

nécessaire d’utiliser des techniques permettant d’augmenter le signal Raman comme la diffusion 

Raman exaltée de surface (SERS).  

2.4  Diffusion Raman exaltée de surface (SERS) 

La diffusion Raman exaltée de surface (SERS, pour Surface Enhanced Raman Scattering en 

anglais) est un phénomène qui fut découvert en 1974 par M. Fleischmann [115], lors d’une 

amplification de l’intensité du signal Raman de la molécule de pyridine adsorbée sur une électrode 

d’argent rugueuse. Plus tard, cet effet d’exaltation fut attribué à deux origines, une origine 

électromagnétique [116] et une origine chimique [117].  
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L’origine chimique explique ce phénomène d’exaltation du signal Raman en SERS par un 

transfert de charges entre le métal et la molécule cible (formation d’un complexe métal/molécule). 

L’exaltation due à l’effet chimique est souvent négligée puisque sa contribution conduit à des 

modifications d’exaltation d’un facteur 10 à 100 fois [118, 119]. Par contre, l’origine 

électromagnétique explique l’exaltation du signal Raman par l’excitation des plasmons de surface 

localisés à la surface de la NP [120]. La figure. 2.5 montre une amplification de l’intensité du signal 

Raman de la Rhodamine 6G autour d’une NP d’or. 

 

FIGURE. 2.5 – Comparaison entre un spectre Raman (vert) et un spectre SERS (noir) de la molécule 

Rhodamine 6G [121]. 

En fait, l’excitation d’une NP métallique par une onde lumineuse induit la formation d’un 

champ local (Eloc) à la surface de la NP exalté par rapport au champ électrique excitateur (E0) [120, 

122]. L’intensité induite étant proportionnelle au carré du champ électrique de l’onde excitatrice, cela 

implique l’apparition d’un premier facteur d’exaltation proportionnel au carré de l’exaltation du 

champ local à la longueur d’onde d’excitation (λ0) défini par  
22

0 0 0( ) ( )loc locM E E  . Ensuite, le 

champ Raman diffusé par les molécules proches ou adsorbées sur cette surface interagit également 

avec le champ exalté localement par la NP induisant une deuxième exaltation à la longueur d’onde 

de diffusion Raman (λR) définie par  
22

0( ) ( )loc R loc RM E E  . Alors, le facteur d’exaltation 

électromagnétique SERS total G est le produit de la contribution de ces deux processus et s’exprime 

sous la forme 2 2

0( ) ( )loc loc RG M M   . Souvent, la longueur d’onde de réémission Raman est proche 

de la longueur d’onde d’excitation, ce qui implique que 0( ) ( )loc loc RM M    et donc, le facteur 

d’amplification est égal à 4

0( )locG M    [120, 122, 123]. On parle alors de l’approximation en champ 

électrique local à la puissance quatre, donné par la relation suivante [123] :  
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C’est pour cela qu’il est communément admis que l’exaltation SERS est à la puissance 4 de 

l’exaltation locale du champ électromagnétique produit par la NP. La figure. 2.6 montre le principe 

du SERS autour d’une NP d’or. 

 

FIGURE. 2.6 – Principe de la diffusion Raman exaltée de surface SERS [123]. 

Toute molécule se trouvant à proximité de la surface métallique nano-structurée, son signal Raman 

s’exalte ce qui permet sa détection à de très faibles concentrations [124, 125]. 

2.4.1  Les paramètres influençant l’effet SERS 

D’une manière générale, le phénomène SERS se produit soit sur une surface métallique ayant 

une rugosité à l’échelle nanométrique (substrat) ou sur des NPs métalliques.  

Les colloïdes d’or sont très utilisés dans les applications liées au SERS, en raison de la variété 

des géométries (taille et forme) et la facilité de leur production avec un faible coût par différentes 

méthodes de synthèse chimiques développées ces dernières années [126–128]. Avec ces colloïdes, 

les propriétés optiques peuvent être accordées et modifiées sur une très large gamme spectrale afin 

de correspondre à la longueur d’onde d’excitation souhaitée [129]. La variation de la forme engendre 

la localisation d’un champ électromagnétique intense sur différentes régions de la NP métallique 

[130]. De plus, l’utilisation de différentes formes de NPs métalliques rugueuses en présence des 

pointes à la surface (nano-étoile [131], nano-fleures [132] et nano-bâtonnets [133]) permet 

l’augmentation du facteur d’exaltation [134] ainsi l’augmentation du signal SERS [130]. La figure. 

2.7 montre une comparaison des spectres SERS de la Rhodamine 6G autour de différentes formes de 

NP d’or. Il est à noter que plus la NP présente des points chauds (nano-étoiles ou nano-oursins) plus 

le signal SERS est exalté [135].  
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FIGURE. 2.7 – Spectres SERS de la Rhodamine 6G à différentes formes de NPs d’or [121]. 

2.5  Techniques de caractérisation des nanoparticules 

L’absorption et la diffusion dues à l’interaction de la lumière avec les NPs peuvent être 

caractérisées par plusieurs techniques. Ces techniques sont souvent basées sur des équipements 

optiques comme la microscopie, la spectroscopie ainsi que leurs combinaisons.  

2.5.1  La spectroscopie UV-VIS 

La spectroscopie d’absorption UV-visible est une technique d’analyse très utilisée pour 

étudier les propriétés optiques des échantillons dans les domaines d’ultra-violet et du visible. Elle est 

basée sur la propriété des échantillons d’absorber des radiations lumineuses de longueur d’onde 

déterminée. La bande d’absorption correspond aux longueurs d’onde de la radiation qui provoque la 

transition électronique, elle est caractérisée par sa position en longueur d’onde et par son intensité 

reliée au coefficient d’extinction molaire. 

En effet, la spectroscopie UV-visible consiste à mesurer l’atténuation d’un rayon lumineux (source 

de lumière blanche) en fonction de la longueur d’onde, lorsque celui-ci traverse un milieu contenant 

une espèce absorbante. Une analyse quantitative est permise par l’utilisation de la loi de Beer-Lambert 

donnée par : . .A C l  où, A est l’absorbance, 1( . )C mol L  est la concentration de la solution 

absorbante, ( )l cm  est la valeur du trajet optique et 1 1( . . )L mol cm   est le coefficient d’extinction 

molaire.  

Nous obtenons des informations très importantes sur les NPs par le biais d’une mesure par la 

spectroscopie UV-Vis telles que : la détermination de la bande d’extinction caractéristique (LSPR) 

ainsi la détection des décalages de la LSPR dans le cas d’une modification soit du milieu environnant, 

soit de la taille ou de la forme de la NP [136].  



34 

 

2.5.2  Caractérisation électrostatique (potentiel Zêta) 

Le potentiel Zêta est une technique qui permet la caractérisation de la charge électrique de la 

surface des colloïdes en fonction de son environnement. Il représente la charge de la surface de la 

particule, et c’est un indicateur des interactions de répulsion ou d’attraction électrostatiques entre 

particules, qui est affecté par le pH, la conductivité et la concentration ionique [137, 138].  

Quand les particules sont mises en mouvement, elles s’entourent d’ions organisés en une «double 

couche électrique » : une couche interne s’accroche à la particule formant ainsi une couche d’ions 

adhérents dite couche dense, appelée aussi couche de Stern, et une couche extérieure diffuse dont les 

ions sont plus libres, comme illustré en figure. 2.8. La limite entre les deux couches s’appelle plan de 

cisaillement, où les ions et les particules forment une entité stable. Alors, le potentiel Zêta est la 

mesure de la différence de potentiel entre ce plan de cisaillement et le milieu de dispersion [139].  

 

FIGURE. 2.8 – Schéma de la double couche et du potentiel Zêta [140]. 

En effet, plus le potentiel Zêta est éloigné en valeur absolue de zéro, plus les répulsions entre 

les particules deviennent prépondérantes, ainsi le rapprochement entre les particules est défavorisé, 

la suspension est donc stable. Cependant, quand le potentiel Zêta est faible les particules peuvent 

s’attirer et s’agréger, alors la suspension est instable [141].    
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2.5.3  La spectroscopie de corrélation 

Les NPs présentent un certain nombre de propriétés uniques directement corrélées à leur taille, 

considérée comme la clé de leur fonctionnement. Pour cette raison, il est important de pouvoir 

caractériser les distributions de taille dans les suspensions avec précision. Alors, différentes 

techniques ont été développées pour la détermination de la taille. Il est très connu que la microscopie 

électronique à transmission (TEM) peut remonter à la taille des NPs. Cependant, il est difficile de 

prendre des images de NPs hydrosolubles à haute résolution, en raison de l’agrégation dans la 

préparation des échantillons TEM et cela est due à la provocation d’interaction entre la grille de cuivre 

et l’échantillon déposé [142]. Par ailleurs, un outil d’observation in situ très sensible à haute résolution 

est nécessaire.  

La spectroscopie de corrélation est une technique analytique basée sur l’analyse des 

fluctuations des signaux provenant des molécules dans une solution observée. Traditionnellement, 

cette technique est utilisée pour l’étude de la diffusion (déplacement) moléculaire ainsi que la 

dynamique des réactions chimiques dans des solutions diluées. Récemment, ce même principe a été 

appliqué aux NPs afin de mesurer leur taille en solution et aussi fournir des informations pratiques 

sur leur comportement sans avoir à les retirer de leur environnement [143].   

2.5.3.1  La diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

Parmi les techniques de caractérisation de la taille de particule basées sur la corrélation 

temporelle, il existe la diffusion dynamique de la lumière (DLS, pour Dynamic Light Scattering) qui 

est souvent appelée spectroscopie de corrélation de photons ou diffusion quasi-élastique de la lumière 

[144]. Il s’agit d’une technique de mesure permettant d’obtenir les informations à partir des 

fluctuations temporelles de l’intensité de la lumière diffusée par les particules en solution soumises 

au mouvement brownien. L’information est contenue dans la fonction de corrélation des fluctuations 

de l’intensité du signal diffusé, qui exprime le degré de similitude entre deux instants séparés par un 

décalage temporel. Cette courbe de corrélation permet de déterminer le rayon hydrodynamique (taille) 

des particules. 

Néanmoins, cette technique est limitée par la faible résolution due au grand volume 

d’observation ainsi que la grande perte du signal diffusé qui est collecté par un seul détecteur sous un 

seul angle considéré [145]. 
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2.5.3.2  La spectroscopie de corrélation combinée au microscope confocal 

 Actuellement, la spectroscopie de corrélation (des signaux de fluorescence, de diffusion, ou 

de diffusion Raman exaltée de surface) s’est imposée comme un outil d’analyse incontournable pour 

étudier un grand nombre de processus dynamique à l’échelle moléculaire avec une très grande 

résolution. Les applications de la spectroscopie de corrélation se sont multipliées, pour analyser les 

systèmes colloïdaux complexes avec une très grande sensibilité (suivi de molécules ou nano-objets 

individuels pour des échantillons en concentration de l’ordre du pico-molaire), et pour une résolution 

spatio-temporelle élevée (volume confocal de l’ordre du femtolitre avec un temps caractéristique de 

l’ordre de la dizaine de microsecondes). Un potentiel immense de la spectroscopie de corrélation 

appliquée dans le domaine biomédical permet l’étude des phénomènes biologiques (les interactions 

intra-ou intermoléculaires), chimiques (les interactions moléculaires ou suivi des modifications de 

conformation) et physique (détermination des concentrations ainsi que les rayons hydrodynamiques) 

[146, 147]. 

2.6  Conclusion 

Ce chapitre a mis en évidence la recherche autour des NPs qui connaît un engouement très 

marqué dans la communauté scientifique. De ce fait, nous avons passé en revue les différentes 

applications dépendant essentiellement de leurs propriétés. Ensuite, nous avons présenté la technique 

de la spectroscopie SERS qui exploite les propriétés optiques des NPs métalliques et permet à la fois 

une détection spécifique des molécules à l’échelle de traces ainsi une caractérisation des molécules 

adsorbées ou accrochées à la surface des NPs. La performance de cette technique dépend fortement 

de la nature, la taille, la forme et la chimie de surface de la NP.   

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéresserons principalement à la spectroscopie de corrélation 

pour la mesure des tailles (rayons hydrodynamiques) des NPs qui permet à la fois la caractérisation 

in situ du rayon hydrodynamique des NPs métalliques et le suivi dynamique de leurs interactions avec 

d’autres molécules. Alors, nous nous focaliserons sur la caractérisation et l’application de cette 

technique qui sera l’objectif du prochain chapitre. 

 

 

 

 

 



 

37 

 

3. Chapitre 3 : La spectroscopie de corrélation de fluorescence FCS 

Chapitre 3 

 

La spectroscopie de corrélation de 

fluorescence FCS 
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3.1  Introduction 

Depuis, le développement de la microscopie optique et la capacité d’imager différents objets, 

les scientifiques ont toujours eu envie d’atteindre le niveau moléculaire, dans l’espoir de comprendre 

divers processus dynamiques à des échelles spatio-temporelles très faibles. Pour ses raisons, les 

physiciens ont tenté de répondre aux aspirations par la mesure du signal provenant de l’ensemble des 

molécules dont ils ne peuvent pas imager, afin de déduire certaines grandeurs physiques pertinentes. 

Parmi ces différentes méthodes, la technique nommée la spectroscopie de corrélation de fluorescence 

(FCS, Fluorescence Correlation Spectroscopy). Cette dernière repose sur l’analyse des fluctuations 

temporelles de l’intensité de fluorescence émise par les molécules ou particules dans le volume 

d’observation défini par le faisceau d’illumination focalisé sur le milieu à analyser ainsi que le 

système de collection confocal. Ensuite, les variations temporelles de l’intensité de fluorescence sont 

collectées et corrélées temporellement. Récemment, la FCS est devenue un outil d’analyse de haute 

résolution spatio-temporelle applicable dans divers domaines notamment en biologie. En plus de cela, 

la FCS peut être considérée comme une technique de caractérisation à molécule unique. Dans ce cas, 

le signal de fluorescence provient d’une seule molécule ou particule [148].  

Ce chapitre est scindé en deux parties : 

- La première partie comporte les différentes notions théoriques, les concepts relatifs à la 

fluorescence ainsi que les propriétés des fluorophores. 

- La seconde partie explique la théorie et le principe de la spectroscopie de corrélation de 

fluorescence.  

3.2  La fluorescence 

3.2.1  Principe de la fluorescence 

Le phénomène de la fluorescence peut être défini comme la propriété de certaines molécules 

(appelées fluorophores) à absorber la lumière à une certaine longueur d’onde pour la restituer ensuite 

à une longueur d’onde différente. C’est un processus de désexcitation par lequel une molécule passe 

d’un état électronique excité du à un effet physique (absorption de la lumière) à un état plus bas en 

générant de la lumière [149].  

Alexandre Jablonski a été le premier à proposer les relations entre le niveau d’énergie et la 

fluorescence, une molécule possède différents états électroniques excités dites états singulets (S0, S1, 

S2) et chaque état est divisé en un certain nombre de niveaux d’énergie vibrationnels et rotationnels 

[150]. Le diagramme de Jablonski, illustré par la figure 3.1, permet de visualiser les différents 
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processus mis en jeu au cours des transitions entre les états. Le résultat est décrit en trois étapes avec 

des temps caractéristiques très distincts : l’excitation, la relaxation et l’émission de la fluorescence. 

L’excitation d’une molécule s’effectue par l’absorption d’un photon de niveau fondamental S0 vers 

les différents niveaux vibrationnels de l’état singulet S1, la durée caractéristique associée à ce 

processus est immédiat, de l’ordre de la femtoseconde (10-15 s), alors que le temps associé aux 

relaxations vibrationnelles et/ou conversion interne (par lesquels l’énergie est perdue sans émission 

de lumière) est de l’ordre de la picoseconde (10-12 s). Par contre, le processus de l’émission de la 

fluorescence qui est le processus inverse à l’absorption correspond au saut énergétique entre l’état 

électronique excité S1 et les différents niveaux vibrationnels de l’état fondamental S0, il se produit sur 

des temps plus longs de l’ordre de la nanoseconde (10-9 s) [151].  

Il y a aussi la possibilité d’observer d’autres processus qui peuvent entrer en compétition avec 

l’émission de la fluorescence. En effet, la molécule excitée à un niveau élevé peut retourner au niveau 

fondamental de façon non radiative, interactions entre molécules peuvent induire des transferts 

d’énergie sous forme de chaleur, lors de croisements inter-systèmes. Dans cette dernière, l’énergie 

peut être transmise de l’état singulet S1 vers l’état triplet T1 d’une manière non radiative. La 

désexcitation de l’état triplet T1 à l’état fondamental S0 se fait de manière radiative et correspond à la 

phosphorescence. L’émission de phosphorescence est située à des longueurs d’onde plus grandes que 

la fluorescence (l’état triplet a une énergie moins importante que celle de l’état singulet de la même 

configuration) donc les durées de vie associées sont beaucoup plus longues [152]. 

 

FIGURE. 3.1 – Diagramme de Jablonski [151]. 

Le diagramme présenté en figure. 3.1 schématise les divers processus mis en jeu : l’absorption, la 

fluorescence et la phosphorescence sont représentées par des flèches pleines, alors que les relaxations 

vibrationnelles et conversions inter-systèmes sont représentées par des flèches en pointillées.  
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3.2.2  Propriétés des fluorophores 

3.2.2.1  La durée de vie de la fluorescence 

La durée de vie de la fluorescence d’une molécule correspond au temps moyen pendant lequel 

la molécule demeure excitée avant de retourner à l’état fondamental [149]. 

Lors du phénomène de désexcitation, comme représenté sur la figure. 3. 2, les molécules à l’état 

excité S1 vont pouvoir retourner à l’état fondamental S0 par deux processus possibles ; le premier 

correspond à une désexcitation non radiative avec une probabilité notée (knr) et le deuxième 

correspond à une désexcitation radiative par l’émission de la fluorescence avec une probabilité notée 

(kr).  

 

FIGURE. 3.2 – Diagramme de Jablonski simplifié. 

Supposons que N(t) est la population de fluorophores se trouvant à l’état excité, la dépopulation de 

l’état excité va être en fonction de deux probabilités radiative et non radiative donc, la vitesse de 

désexcitation est donnée par l’équation différentielle ci-dessous [151] :   

 
 

( )
( )r nr

dN t
k k N t

dt
    (3.1) 

L’intégration de cette équation différentielle conduit à l’équation suivante :  

 
0( ) exp

t
N t N



 
  

 
 (3.2) 

où, N0 est le nombre de molécules dans l’état excité S1 à l’instant 0 avec « τ » est la durée de vie de 

fluorescence donnée par [151] :   

 1

r nrk k
 


 (3.3) 



 

41 

 

3.2.2.2  Le rendement quantique de la fluorescence 

Une autre propriété importante de fluorophore est le rendement quantique « Φ », qui définit 

l’efficacité de l’émission de fluorescence. Ce dernier est donné par le rapport du nombre de photons 

émis sur le nombre de photons absorbés [151, 153], et s’écrit comme suit :  

 
r

nr r

k

k k
 


 (3.4) 

Ce rendement varie entre 0.1 et 1. Quand ce rendement atteint 1, le signal de fluorescence est très 

intense ce qui correspond à un bon fluorophore [153]. 

3.2.2.3  Le coefficient d’extinction 

Le coefficient d’extinction molaire ‘ε’ ou l’absorbance spécifique est une propriété intrinsèque 

de l’espèce, qui exprime l’efficacité avec laquelle une molécule absorbe la lumière à une longueur 

d’onde donnée. Il provient de la loi de Beer-Lambert (voir chapitre 2, section 2.5.1) ; ( ).A C l  où, 

‘A’ l’absorbance, ‘C’ la concentration de l’échantillon et ‘l’ la longueur de la cuve. Cette valeur peut 

être un critère utile pour la sélection des fluorophores.  

3.2.2.4  La photo-stabilité et l’extinction de fluorescence 

Le phénomène de photo-blanchiment (photobleaching) se produit quand un fluorophore perd 

de façon définitive la capacité d’émettre des photons de fluorescence en raison de dommages 

chimiques photo-induits. En effet, au cours de la transition vers l’état triplet, un fluorophore peut 

interagir avec d’autres molécules, ce qui entraîne des modifications non réversibles. Aussi, les 

fluorophores exposés à de nombreux cycles d’excitation et d’émission perdent leur capacité à émettre 

des photons. Le nombre moyen de cycles avant photo-blanchiment dépend du fluorophore ainsi que 

son environnement.  

En revanche, l’extinction momentanée de fluorescence (Quenching) correspond à tout phénomène 

diminuant et amortissant l’intensité de la fluorescence qui peut avoir diverses origines. Généralement, 

l’extinction est due au contact des molécules en solution ou à proximité immédiate entre un 

fluorophore à l’état excité et une molécule dite extinctrice qui désexcite le fluorophore sans émission 

de photons [152].   

Chaque molécule peut être caractérisée par un spectre d’absorption et d’émission qui lui est 

propre. Un exemple de spectre d’absorption et d’émission correspondant à l’Alexa 532 est représenté 

par la figure. 3.3.  
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FIGURE. 3.3 – Spectre d’absorption et d’émission d’Alexa 532. Données obtenues auprès du fabricant [154]. 

3.3  Théorie de la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) 

Avec le développement des marqueurs fluorescents à la fin du 20ème siècle, la spectroscopie 

optique de fluorescence est devenue le meilleur outil d’analyse de haute sélectivité. Depuis, la 

spectroscopie de fluorescence a bénéficié de plusieurs avancées scientifiques. Au cours de ces 

dernières années, de nombreuses méthodes de spectroscopies ont été développées pour obtenir le 

maximum d’informations et répondre aux questions complexes posées par un échantillon à l’échelle 

moléculaire. Parmi les différentes méthodes d’analyse de molécules en solution établies, on retrouve 

la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) [155]. 

3.3.1  Principe de la Spectroscopie de Corrélation de Fluorescence (FCS) 

Au début de l’année 1972, un groupe de chercheurs américains et suédois développent une 

nouvelle méthode de caractérisation pour mesurer les coefficients de diffusion, la cinétique des 

interactions et les dynamiques moléculaires en solution. Cette technique est fondée sur un principe 

différent des technique conventionnelles, nommée la Spectroscopie de Corrélation de Fluorescence 

(FCS : Fluorescence Correlation Spectroscopy) [156]. D’après les pionniers Magde, Elson et Webb, 

cette technique repose sur l’analyse des fluctuations d’intensité de fluorescence émise au cours du 

temps, en opposition aux techniques classiques basées sur l’analyse de l’intensité moyenne de la 

fluorescence produite par les molécules fluorescentes.  

Ce nouveau concept de FCS permet de tirer profit des minuscules variations du signal de 

fluorescence pour extraire les informations concernant les paramètres physico-chimiques impliqués 

dans leur apparition, et cela par une évaluation de l’amplitude et le temps caractéristique des 

fluctuations d’intensité en utilisant la fonction de corrélation [157, 158].  
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Ces fluctuations de fluorescence sont majoritairement provoquées par la diffusion des molécules due 

au mouvement brownien à travers le volume d’analyse, c’est-à-dire, les déplacements aléatoires dans 

les trois directions de l’espace qui proviennent des collisions entre les molécules du solvant et les 

particules. En principe, le coefficient de diffusion et le nombre moyen de molécules peuvent être 

déterminés à partir de ces fluctuations de fluorescence. En plus de la diffusion, tout processus se 

traduisant par une fluctuation de l’intensité de fluorescence peut être mesuré par la FCS [159]. 

Bien que le concept présente un potentiel important, le montage initial de la technique FCS 

n’était néanmoins pas à la hauteur en termes de sensibilité. En 1992, les perspectives d’application 

de la FCS se sont remarquablement répandues. Lorsque Rigler a combiné le microscope confocal au 

dispositif expérimental de la FCS, et cela en introduisant un trou micrométrique en position conjugué 

par rapport à l’excitation [160]. En fait, cet arrangement améliore la résolution par un rejet de toute 

fluorescence en provenance des molécules en dehors du plan confocal, cela permet de confiner le 

volume d’observation (PSF) de l’ordre du femto-litre (~fL) et ainsi réduire le nombre de molécules 

observées. 

Les avancées technologiques ne cessent d’améliorer la FCS. Par exemple; l’excitation en 

focalisant l’illumination par le bais d’un objectif de microscope à grande ouverture numérique, la 

détection par l’utilisation des photodiodes à avalanche très sensibles, l’adaptation de filtres passe-

bande sélectifs afin de discriminer la fluorescence de l’arrière-plan pour obtenir un meilleur rapport 

signal sur bruit, et les systèmes électroniques de corrélation pour une analyse statistique fine des 

fluctuations de fluorescence [159, 160].  

Actuellement, la FCS est devenue une technique très efficace notamment en biophysique pour 

étudier les processus moléculaires. La grande résolution spatio-temporelle du système permet 

d’accéder à un grand nombre de paramètres physico-chimiques qui ne se limite pas seulement à la 

détermination du temps de diffusion et les concentrations locales, mais peut s’étendre également à 

l’analyse d’autres caractéristiques (in vitro et in vivo) [161–163] autant qu’elles engendrent des 

fluctuations de fluorescence supplémentaires telles que : la brillance, les paramètres photophysiques, 

le rayon hydrodynamique et tant d’autres interactions.  

La figure. 3.4 résume le principe de la technique FCS. La figure. 3.4. (a) montre la diffusion 

de molécules fluorescentes issues du plus petit volume confiné. La figure. 3.4. (b) représente les 

fluctuations de l’intensité de fluorescence qui sont produites par la diffusion de molécules à travers 

le volume confocal. Dans ce cas de figure, elles sont détectées et enregistrées en fonction du temps. 

La figure. 3.4. (c) schématise le calcul mathématique de la fonction de corrélation temporelle des 

fluctuations de l’intensité de fluorescence. 
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FIGURE. 3.4 – Schéma illustrant le principe de la spectroscopie de corrélation de fluorescence [164].  

3.3.2  Aspect mathématique de la fonction de corrélation en FCS 

La fonction de corrélation temporelle notée G(τ) permet d’évaluer l’amplitude et le temps 

caractéristique des fluctuations de la fluorescence. La fonction de corrélation normalisée est définie 

ainsi [156–158] :    

 
2

( ) ( )
( )

( )

F t F t
G

F t




   


  2

( ) ( )
1

( )

F t F t

F t

     
 

 
 (3.5) 

Cette fonction fournit une mesure de l’autosimilarité entre les signaux temporels après un délai de 

temps ‘τ’.   

Les fluctuations de l’intensité de fluorescence dues aux mouvements des molécules via le volume 

confocal peuvent être définies par la relation suivante :  

 ( ) ( ) ( )F t F t F t     (3.6) 

avec, 
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1
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T
     (3.7) 

où ˂ > désigne une moyenne.  
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Si les fluctuations temporelles de fluorescence sont directement liées aux fluctuations de 

concentrations locales ( )C , c’est-à-dire, à la diffusion des molécules qui entrent et sortent du 

volume confocal, les variations de fluctuation peuvent être écrites de la façon suivante :  

 
( ) ( ) ( ) ( , )exc

V

F t I r CEF r C r t dV        (3.8) 

où к : est l’efficacité de détection du système. ( )excI r : est l’intensité d’excitation dans le plan focal 

de l’objectif de microscope. ( )CEF r : est la fonction d’efficacité de collection (sans dimension). σ : 

est la section efficace d’absorption du fluorophore. Φ : est le rendement quantique du fluorophore. 

( , )C r t  : est la concentration à l’instant ‘t’ et à la position ( )r des molécules fluorescentes.  

Pour simplifier l’équation (3.8), le terme ( ) ( )excI r CEF r  peut-être combiné en une fonction qui 

décrit l’Efficacité de Détection Moléculaire qui sera notée ( )MDE r  (pour Molecular Detection 

Efficiency) ; c’est-à-dire, le volume d’observation. D’une manière générale cette fonction est décrite 

par une gaussienne dans les trois directions de l’espace par l’équation suivante  [160]:  
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où, les paramètres ωxy et ωz décrivent la taille du volume d’observation. Dans ces conditions, 

l’équation (3.8) devient :  

 ( ) ( ) ( , )
V

F t MDE r C r t dV       (3.10) 

En injectant l’équation (3.9) dans l’équation de la fonction de corrélation (3.5), on obtient l’équation 

suivante :  
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Dans le cas où, les variations de la concentration sont uniquement dues aux molécules d’une seule 

espèce qui diffusent librement dans le volume confocal, alors ( , )C r t  obéit à l’équation classique de 

diffusion suivante [165–169] :  
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où ‘D’ est le coefficient de diffusion des molécules fluorescentes.  
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Donc, le terme ( , ) ( ', )C r t C r t      peut être calculé avec une probabilité qu’une particule, qui était 

à la position r  au temps ‘t’ d’être à la position 'r  au temps (t+τ). Les conditions aux limites pour 

les fluctuations de concentrations imposent :  

( , ) 0C r t   pour, x=±∞ ou y=±∞ ou z=±∞. 

Alors :  
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La fonction de corrélation des fluctuations de concentration conduit à l’expression suivante :  
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(3.14) 

Introduisant le temps de diffusion ‘τD’, ce temps caractéristique représente le temps pendant lequel la 

molécule traverse le volume d’observation. Il est défini de la façon suivante [160, 170] :  
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   (3.15) 

Sachant que la taille du volume d’observation est définie à partir du profil de la MDE alors, le volume 

effectif pour la FCS s’écrit comme suit [160, 165, 167]:  
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Pour une espèce diffusant librement dans les trois dimensions, la fonction de corrélation G(τ)  peut 

être réécrite de la manière suivante [160, 170] :   
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(3.17) 

avec, effV C N      le nombre de molécule dans le volume effectif. Donc, l’équation finale de la 

fonction de corrélation est donnée par :  
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(3.18) 

ou, xy zs    représente le rapport des élongations radiales et axiales du volume effectif. 
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Un paramètre important en FCS lié directement au rapport signal sur bruit, est le taux de 

comptage par molécule CRM (count rate per molecule). Ce dernier représente le nombre de photons 

émis par molécule par seconde. Ce taux est défini comme suit : CRM F N     , avec ‘F’ est le 

signal moyen de fluorescence et ‘N’ est le nombre moyen de molécules fluorescentes dans le volume 

effectif, qui est inversement proportionnel à l’amplitude de la fonction de corrélation à ‘τ=0’. 

Alors, la fonction de corrélation permet de relier les propriétés statistiques de l’émission de 

fluorescence aux paramètres clés de la dynamique des fluorophores. La connaissance des paramètres 

du système (les dimensions du volume effectif) permet en effet, la mesure directe du coefficient de 

diffusion grâce au temps de diffusion ‘τD’ ainsi que la concentration du fluorophore dans la solution 

en connaissant le nombre moyen de molécules ‘N’.  

D’après la courbe de corrélation représentée par la figure. 3.5, trois informations peuvent être 

extraites : 

- Le nombre moyen de molécules fluorescentes dans le volume confocal défini à

( 0) 1 1G N      . 

- Le temps de diffusion pendant lequel le fluorophore traverse le volume confocal est déterminé 

à la largeur à mi-hauteur de la courbe de corrélation. 

- Le mode de diffusion des fluorophores indiqué par le profil de décroissance de la courbe de 

corrélation. 

 

FIGURE. 3.5 – Schéma montrant un exemple de la courbe de corrélation [171]. 

Le résultat de la fonction de corrélation, décrit par l’équation (3.18), est produit uniquement pour une 

diffusion brownienne à trois dimensions.  
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Cependant, si la diffusion des molécules fluorescentes est restreinte au plan (xy), l’expression de la 

fonction de l’Efficacité de Détection Moléculaire (MDE) sera décrite juste pour deux dimensions et 

les intégrales triples doivent être remplacées par des intégrales doubles. De même, le volume effectif 

Veff doit être remplacé par la surface effectif Seff, dans ce cas, on parle alors d’une diffusion 

brownienne en 2D. Si la diffusion des molécules fluorescentes est dans une seule direction, la MDE 

sera décrite juste pour une seule dimension on parle donc, de la diffusion brownienne 1D (figure. 

3.6). 

 

FIGURE. 3.6 – Schéma montrant le profil de la fonction de corrélation pour les différents types de diffusion 

[167]. 

3.3.3  Les paramètres accessibles par la fonction de corrélation en (FCS) 

3.3.3.1  Concentration du fluorophore 

La principale application de la FCS est de mesurer la concentration et la constante de diffusion 

des fluorophores dans le volume confocal (à très faible concentration, ~ nM). L’amplitude de la 

fonction de corrélation G(τ) consiste à déterminer le nombre moyen de molécules ‘N’ qui est 

directement proportionnel à la concentration de la solution préparée. En effet, l’amplitude de la 

fonction de corrélation est inversement proportionnelle au nombre moyen de molécules, c’est la 

raison pour laquelle la FCS était relativement inutilisée dans les années 1970 et 1980. Sans système 

optique confocal, le volume d’observation était grand, le nombre de molécules était important, par 
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conséquent les amplitudes des fonctions de corrélation étaient trop faibles pour des mesures fiables 

[152]. L’effet de la concentration sur la fonction de corrélation est représenté sur la figure. 3.7. 

En fait, lorsque la concentration de molécules fluorescentes est faible, un petit nombre de 

molécules se trouve dans le volume d’observation entraînant un signal de fluorescence fortement 

fluctuant ; et cela est dû à l’entrée et à la sortie d’une molécule fluorescente. Par conséquent, 

l’intensité des fluctuations de fluorescence est très importante par rapport à l’intensité moyenne de la 

fluorescence produite. Cela signifie que lorsque le nombre de molécules fluorescentes diminue, la 

variation relative de l’intensité de fluorescence par rapport à la valeur moyenne augmente et ce en 

offrant ainsi une plus grande amplitude pour la fonction de corrélation. En revanche, si la 

concentration de molécules fluorescentes devient trop élevée, un grand nombre de molécules rentrant 

et sortant dans le volume d’observation. L’intensité des fluctuations relatives à chaque molécule est 

donc faible par rapport à l’intensité moyenne de la fluorescence. En outre, la contribution des 

molécules individuelles devient très faible, les fluctuations d’intensité se chevauchent et ne seront pas 

importantes. Il en résulte une faible amplitude pour la fonction de corrélation [172]. 

 

FIGURE. 3.7 – Schéma montrant l’effet de la concentration sur la fonction de corrélation en FCS [155, 171]. 

L’avantage de la FCS réside dans sa capacité de l’utilisation d’une faible quantité de 

molécules pour réaliser des mesures satisfaisantes dans un volume d’analyse ayant une taille de 

l’ordre du femto-litre, ce qui correspond à une concentration allant de l’ordre du nano-molaire (< 

10−9M) jusqu’au micro-molaire (10−6 M).  

Par ailleurs, la technique FCS a été couplée avec diverses techniques comme le TIRF (Total Internal 

Reflection Fluorescence) et le STED (STimulated Emission Depletion) pour bénéficier de la grande 

résolution de ces microscopes. Cela a permis d’étudier les objets à l’échelle de la molécule unique 

dans les milieux concentrés [173, 174].  
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3.3.3.2  Le rayon hydrodynamique 

Il est possible de déterminer la taille des molécules ou particules en utilisant la technique FCS, 

grâce au temps de diffusion ‘τD’ extrait de la courbe de corrélation définit par la fonction G(τ). Le 

temps de diffusion est lié au coefficient de diffusion qui est relié à son tour au rayon de la particule 

(sphérique) en solution par l’équation de Stokes-Einstein, de sorte que le rayon d’une particule ou 

molécule peut être estimé de la manière suivante [152, 167] :  

 

6

kT
R

D
  (3.19) 

où, R est le rayon de la molécule sphérique, k est la constante de Boltzmann, T est la température et 

η est la viscosité. 

Par contre, en pratique les molécules étudiées ne sont pas toutes sphériques et la forme peut s’écarter 

d’une simple sphère. Alors, la taille qui est prise en compte dans cette situation est la taille apparente 

de la particule en mouvement dans la solution. Donc, au lieu d’utiliser le rayon géométrique ‘R’ d’une 

sphère, on le remplace avec un rayon effectif nommé le rayon hydrodynamique ‘Rh’ [175]. Nous 

avons déjà évoqué la relation entre le temps de diffusion ‘τD’ et le coefficient de diffusion ‘D’, alors 

l’équation de Stokes-Einstein est souvent formulée comme suit [146]:  
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FIGURE. 3.8 – Schéma montrant l’effet de la taille des molécules sur la fonction de corrélation [155, 171]. 
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La figure. 3.8 montre les courbes de corrélation de molécules fluorescentes ayant une 

différence de taille. En figure. 3.8 (a), les molécules fluorescentes de différentes tailles entrent et 

sortent du volume confocal en raison du mouvement brownien. Sur la figure. 3.8 (b), les molécules 

ayant de petites tailles présentent un déplacement rapide dans le volume confocal produisant ainsi des 

fluctuations d’intensité de fluorescence dans de faibles laps du temps. Néanmoins, les molécules 

ayant de grandes tailles présentent un déplacement lent dans le volume confocal produisant ainsi des 

fluctuations d’intensité de fluorescence dans de larges laps de temps. Elles engendrent également une 

plus grande trace due à une diffusion plus lente. Par conséquent, la fonction de corrélation se décale 

vers des valeurs de temps de diffusion plus longues, comme schématisé en figure. 3.8 (c) [152, 159]. 

Cela fait de la FCS une technique très sensible pour les études des interactions de liaison par la 

variation du rayon hydrodynamique [147]. 

3.3.3.3  Aspects photophysiques des mesures FCS : état triplet 

En raison de l’illumination élevée des molécules fluorescentes, un phénomène de croisement 

inter-système peut se produire. Dans ces conditions, l’état singulet excité S1 devient fortement peuplé 

ainsi le passage à l’état triplet T1 devient probable suivi d’une relaxation dans l’état fondamental S0 

[169]. Le processus de l’émission de fluorescence est en compétition avec les transitions non 

radiatives ce qui fait que les molécules de l’état singulet excité vont passer vers l’état triplet au lieu 

d’émettre de la fluorescence (la figure. 3.9).    

 

FIGURE. 3.9 – Diagramme de Jablonski présente le croisement inter-système entre les états singulet (S) et 

triplet (T). 

Au cours des mesures FCS, la puissance d’excitation du fluorophore est un paramètre très 

critique. Plus les puissances d’excitation sont élevées plus le processus triplet aura lieu et plus la 

probabilité que les molécules fluorescentes se retrouvent dans un état noir (état triplet) pendant la 

diffusion dans le volume effectif. Ceci a pour conséquence d’engendrer des fluctuations temporelles 

d’intensité de fluorescence supplémentaires qui ne sont pas dues à la diffusion des molécules mais à 

leurs propriétés photophysiques.  
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Donc, les fluorophores dans le volume effectif à l’état triplet ne sont pas observés, ce qui entraîne une 

diminution du nombre de fluorophores en affectant la fonction de corrélation. Si les fluorophores ne 

retournent pas à S0 pendant le temps de diffusion l’amplitude de la fonction de corrélation sera 

modifiée.  

Pour en tenir compte dans les analyses FCS, un terme qui dépend des propriétés 

photophysiques des molécules fluorescentes est introduit dans la fonction de corrélation G(τ). Ainsi, 

l’équation (3.18) peut se réécrire de la manière suivante [176–178]:  
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 (3.21) 

où, ‘nT’ et ‘τT’ représentent respectivement l’amplitude et le temps de vie de l’état triplet.  

 

FIGURE. 3.10 – Schéma montrant la fonction de corrélation avec l’état triplet [171]. 

3.3.4  Les applications de la FCS 

Il y a plus de 40 ans, la première application de la FCS a été proposée par Magde, Elson et 

Webb pour étudier le couplage entre le bromure d’éthidium et l’ADN en solution [158]. Ensuite, un 

grand nombre de réactions à l’échelle moléculaires ont été explorées, en particulier les réactions des 

protéines [179], la caractérisation in situ de la formation des complexes comme la polymérisation 

[180, 181] et l’étude in-vivo des interactions de liaisons entre les ligands et les récepteurs [182, 183]. 

Récemment, le nombre d’application de la technique FCS ne cesse d’augmenter dans divers domaines 

biologie, biophysique et biotechnologie [184–186]. 



 

53 

 

Au cours des deux dernières décennies, la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) 

est de plus en plus utilisée pour analyser les systèmes et les processus liés à la science des colloïdes. 

La méthode est devenue un outil de routine pour mesurer les rayons hydrodynamiques de petites 

molécules fluorescentes, macromolécules et NPs, caractériser leurs interactions et suivre une 

éventuelle agrégation. Elle est également utilisée pour étudier la diffusion dans des milieux 

inhomogènes tels que : les polymères fondus, les solutions ou les gels [187]. 

Grâce à la FCS, il est possible d’avoir accès localement à la dynamique des interactions 

moléculaires et cela pourrait en bénéficier largement la biologie car cette technique semble pouvoir 

sonder les mécanismes cellulaires à l’échelle moléculaires. L’étude des interactions entre molécules 

et NPs et leurs assemblages ont été discernées. Des propriétés uniques qui sont largement influencées 

par plusieurs paramètres ont été démontrées. Une caractérisation in situ de l’adsorption de la protéine 

sur la NP d’or avec différentes chimie de surfaces a été montrée [147]. Ainsi, la FCS a été utilisée 

afin de caractériser les NPs d’or par la mesure de leurs rayons hydrodynamiques à différentes formes, 

tailles et chimies de surfaces [146].  

3.4  Conclusion 

Dans ce chapitre, la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) a été décrite. La 

technique repose sur les fluctuations spontanées de la fluorescence provenant d’un volume 

d’observation de l’ordre du femtolitre défini par le faisceau d’excitation et le montage optique 

confocal. Ce dernier a d’ailleurs performé la FCS en réduisant le volume d’observation ainsi le 

nombre de molécules, ce qui rend la FCS sensible envers les faibles concentrations. En outre, les 

développements mathématiques nécessaires à l’analyse d’une expérience FCS ont été présentés. La 

FCS permet à la fois l’extraction des données qualitatives (présence ou absence d’interaction à partir 

de l’allure de la courbe de corrélation) et quantitatives (temps de diffusion, concentration des 

particules, les paramètres photophysique et le rayon hydrodynamique). 

Les chapitres suivants sont consacrés à :   

- L’optimisation des paramètres géométriques influençant la résolution de la microscopie 

confocale.  

- La mise en place d’un montage reliant la technique FCS au microscope confocal. 

- L’exploitation de cette technique pour l’étude des NPs d’or et les résultats vont être 

présentés dans le chapitre 6. 
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4. Chapitre 4 : Simulation numérique des modes lasers gaussiens et 

leurs interférences : Amélioration de la résolution en microscopie confocale de la résolution 

en microscopie  
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4.1  Introduction 

La microscopie optique est un outil incontournable pour la compréhension de nombreux 

phénomènes à l’échelle du micromètre voir nanomètre, ses succès et ses performances sont également 

liés à sa réponse impulsionnelle (PSF). Il a été montré dans le chapitre 1, que la PSF détient un rôle 

prépondérant dans la configuration de la résolution du système optique et sa réponse conditionne son 

fonctionnement. Généralement, les microscopes sont éclairés par des distributions d’intensité en 

forme gaussienne ; puisque cette dernière influence énormément les propriétés de la PSF, alors la 

résolution offerte par le système optique peut être améliorée soit par l’éclairage avec d’autres 

distributions telles que : les modes LG ou les HG, ou bien en faisant une structuration basée sur le 

phénomène d’interférence au niveau du point de focalisation du système optique.  

L’objectif principal de ce chapitre est la modélisation de la fonction d’étalement du point 

(PSF) d’un microscope confocal éclairé : 

 Premièrement par une onde gaussienne, qui est la distribution d’excitation utilisée dans la 

partie expérimentale.  

 Deuxièmement par une distribution résultante de l’interférence de deux faisceaux 

gaussiens afin de parvenir à la modification de la distribution globale du faisceau 

d’excitation et voir même un confinement plus important du volume focal. 

Avant d’entamer la simulation numérique, un bref aperçu théorique a été donné sur les 

modèles utilisés pour la représentation mathématique de la PSF au point d’illumination et de 

détection.  

Des programmes ont été écrits sous environnement Matlab pour tracer des courbes latérales 

et axiales ainsi que la présentation en images des distributions d’intensité des PSFs dans le cas d’une 

excitation avec un simple faisceau gaussien ou bien avec l’interférence de deux faisceaux gaussiens. 

4.2  Modélisation de la fonction d’étalement du point (PSF) 

Comme cela a été décrit dans le premier chapitre, la fonction d’étalement du point (PSF) d’un 

système optique a un aspect très important pour la description de la résolution de ce dernier. En 

microscopie optique, la réponse impulsionnelle varie d’une expérience à une autre suivant les milieux 

étudiés ainsi que les aberrations introduites par les composants optiques de ce microscope. Pourtant, 

une approximation de la PSF peut être calculée en modélisant la propagation de la distribution du 

faisceau à travers les composants optiques utilisés.  
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En littérature, il existe plusieurs modèles de PSF théoriques caractérisés par un grand nombre 

d’approximations avec différents degrés de précision. Notamment, le calcul de la PSF d’un 

microscope confocal. Il y a plusieurs décennies, une approche scalaire a été présentée par Born et 

Wolf [23, 188]. Dans cette approche, la distribution spatiale de l’intensité lumineuse est calculée pour 

une onde plane dans la région focale (voir chapitre1, l’équation (1.23)). L’étude a ensuite progressé 

en proposant d’autres modèles scalaires ayant une représentation relativement simple et plus rapide à 

calculer. Stokseth a montré que la génération de la PSF peut être calculée à partir de la transformée 

de Fourier inverse de la fonction pupille, qui correspond à l’amplitude et la phase du front d’onde 

produit par un point source [189]. Cette fonction décrit alors les différents types de distorsions 

affectant le front d’onde en traversant les interfaces du système optique. Elle est exprimée en fonction 

de la coordonnée axiale correspondant à la position du plan de focalisation. Notons pour qu’une image 

soit nette, il faut que l’objet soit placé dans le plan focal du système optique, lorsque celui-ci est 

décalé du plan focal, il en résulte un flou produit par la lumière hors focal (défocalisation). Cependant, 

l’amélioration apportée par le microscope confocal est indéniable car la défocalisation est 

considérablement réduite à travers un trou confocal, placé dans un plan conjugué au plan focal de 

l’objectif, qui permet de bloquer la lumière provenant des plans non-focaux. Une autre formulation 

scalaire, largement utilisée dans la littérature, a été introduite par Gibson et Lanni pour décrire la PSF 

[190]. Ce modèle tient aussi en compte les points sources se situant sur le plan focal loin de l’axe 

optique (hors axe) ainsi qu’il présente les propriétés souhaitables d’une précision accrue pour les plus 

grands angles. Cette approximation montre que l’étendue de la PSF est symétrique sur le plan focal, 

et que la PSF prédite par un point hors axe est une translation de manière linéaire que celle prévue 

sur l’axe. 

Certaines applications nécessitent néanmoins une description plus précise de la PSF, en tenant 

compte de l’effet de polarisation de la lumière. De ce fait, la théorie vectorielle est établie par Wolf 

et Richards [191] sur la base des résultats de Maxwell et Debye [192]. Plus tard, elle s’est élargie par 

Hell en déterminant la PSF pour un seul à deux milieux de propagation [193]. Le calcul a ensuite été 

généralisé par Török pour une structure stratifiée de Nième interfaces d’indice de réfraction différents 

de celui de la lentille de l’objectif [194]. Ces dernières approches sont les plus précises et les plus 

coûteuses en termes de temps de calcul. En revanche, les mesures effectuées par Haeberlé [195] ont 

montré que l’approximation scalaire proposée par Gibson et Lanni [190] donne une bonne description 

de la distribution d’intensité lumineuse au voisinage du point focal en la comparant à l’approche 

vectorielle.  
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De ce fait, une analyse vectorielle est généralement nécessaire afin de modéliser correctement 

un microscope à grande ouverture numérique. Néanmoins, l’approximation scalaire peut être utilisée 

dans ce cas, vu le temps de calcul rapide sans modifications des résultats qui limitent principalement 

la résolution d’un microscope optique. 

4.2.1  Calcul de la fonction d’étalement du point (PSF) d’un microscope confocal 

Les microscopes confocaux sont caractérisés par une PSF d’illumination et une PSF de 

détection. Le processus d’excitation est décrit par une PSF d’illumination qui dépend de la longueur 

d’onde d’excitation ainsi que l’ouverture numérique de l’objectif du microscope. Cette PSF 

d’illumination décrit aussi la PSF de la microscopie conventionnelle. De plus, en raison de la 

disposition symétrique d’un microscope confocal par rapport à l’axe optique, une autre PSF de 

détection similaire est attribuée au processus de détection. Puisque les deux doivent se produire, alors 

la PSF totale est une multiplication des deux PSFs d’illumination et de détection et son expression 

s’écrit comme suit [196, 193, 197]:  

      det, , , , . , ,illPSF x y z PSF x y z PSF x y z  (4.1) 

où,  , ,illPSF x y z  est l’amplitude de l’onde d’excitation et  det , ,PSF x y z  est l’amplitude de l’onde 

d’émission.  

Dans le cas d’un microscope confocal, un trou conjugué au plan focal de l’objectif de 

microscope est utilisé afin de limiter la lumière hors focalisation. Souvent, la PSF associée à ce 

modèle peut s’exprimer de la manière suivante [197–199] : 

        det, , , , . , , ,conf

illPSF x y z PSF x y z D x y PSF x y z   (4.2) 

et 
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avec, « * » est l’opérateur de convolution et D(x, y) est une fonction qui caractérise l’ouverture du 

trou confocal avec un rayon Di. Pour un microscope confocal idéal (confocalité parfaite) [197, 200], 

l’ouverture du trou est autour de 1UA2.  

                                                           
2 UA, Airy Unit en anglais est une unité de mesure du diamètre de trou confocal. Elle correspond au diamètre 

du disque d’Airy du microscope. Sa valeur diffère suivant les propriétés du système considéré et elle s’exprime 

comme suit :1 1.22UA ON .  
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 Généralement, la PSF se simplifie selon la forme suivante [197]:  

      det, , , , . , ,conf

illPSF x y z PSF x y z PSF x y z  (4.4) 

Lorsque les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont assez proches, la PSF 

d’illumination et la PSF de détection peuvent être supposées égales. Il s’ensuit donc ; 

   det, , , ,illPSF x y z PSF x y z , ce qui permet d’écrire l’expression de la PSF finale de la 

microscopie confocale [197]:   

      
2 2

det, , , , , ,conf

illPSF x y z PSF x y z PSF x y z  (4.5) 

La résolution est finalement déterminée par l’étendue tridimensionnelle de la PSF confocale décrite 

par la largeur à mi-hauteur (FWHM).  

4.2.1.1  PSF d’un microscope confocal illuminé par un faisceau gaussien 

L’expression mathématique de la distribution de l’intensité de la réponse impulsionnelle dans 

le plan focal, illuminé par un faisceau laser du mode gaussien fondamental (TEM00), peut s’écrire de 

la manière suivante [201]:  
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où, 
2 2r x y  , ‘n ’ est l’indice de réfraction de l’échantillon et le terme  

2
exp   
 

 décrit le 

faisceau gaussien incident. Avec 0W a 
 
; est le rapport entre le waist W0 (la largeur à 1/e2 du 

profil d’intensité de faisceau gaussien) et le rayon de l’ouverture de l’objectif  ‘a’.  

 0 .J  est la fonction de Bessel d’ordre 0, A est une constante d’amplitude normalisée et ρ est une 

coordonnée radiale. 

La PSF totale spécifique correspondant à chaque type de microscope est [199]; 

- La microscopie conventionnelle :    , , , ,conv

illPSF x y z PSF x y z  

- La microscopie confocale :    
2

, , , ,conf

illPSF x y z PSF x y z  
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Dans l’objectif de montrer l’influence des paramètres agissant sur la PSF, une représentation 

comparative des distributions d’intensité axiales et latérales en deux dimensions de la PSF (figure. 

4.1) a été faite entre un microscope conventionnel et un microscope confocal. L’objectif de 

microscope pris comme exemple est un objectif à immersion d’eau, avec ON=1.2 et la longueur 

d’onde d’excitation est celle d’un laser vert (λ=532 nm). 

 

FIGURE. 4.1 – Comparaison entre les PSFs normalisées d’un microscope conventionel et d’un microscope 

confocal. 

La figure. 4.1 montre que dans le cas d’un microscope conventionnel, les distributions 

d’intensité axiales et latérales sont plus étalées que celles obtenues à l’aide d’un microscope confocal. 

Ceci s’explique par le fait que le trou confocal a une très grande importance dans l’amélioration de 

la résolution du système. 

Dans cette étude, nous nous intéressons principalement à ce type d’instrumentation, qui est la 

microscopie confocale. 

4.2.1.2  Les principaux paramètres influençant la PSF d’un microscope confocal 

La simulation de la PSF d’un microscope confocal a été faite sous environnement Matlab en 

prenant en considération l’équation (4.6). Cette dernière est en fonction de plusieurs paramètres 

influençant la largeur et la forme géométrique des allures des distributions axiales et latérales des 

PSFs.  
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Dans le but d’une éventuelle expérimentation, une telle étude permet d’assurer la compréhension des 

effets de plusieurs paramètres tels que : 

- La longueur d’onde d’excitation.  

- La variation de l’ouverture numérique de l’objectif de microscope. 

- Le taux de remplissage de l’objectif de microscope par le faisceau gaussien.  

- Par la suite, nous nous attacherons à décrire le phénomène d’aberrations sphériques observé en 

cas de variation d’indice de réfraction pouvant intervenir dans la modélisation de la PSF en 

contrôlant l’indice du milieu d’observation (huile, eau et air). Notre discussion sera centrée sur 

le modèle scalaire proposé par Gibson et Lanni pour l’étude des effets réfractifs qui permet 

d’assurer un bon compromis entre le temps de calcul et la précision de l’approximation.  

A) Effet de la longueur d’onde sur la distribution de la PSF  

Afin de mieux illustrer l’influence de la longueur d’onde d’excitation sur l’estimation de la 

PSF, nous considérons trois longueurs d’onde différentes (488 nm, 532 nm, 633 nm) qui sont les 

longueurs d’onde fréquemment utilisées dans le montage expérimental. Dans les calculs, un 

microscope confocal équipé d’un objectif de microscope à immersion à eau d’une ouverture 

numérique ON= 1.2 est simulé. La figure. 4.2 illustre les images d’intensités latérales et axiales des 

trois PSFs des longueurs d’ondes déclarées ci-dessus. 

 

       FIGURE. 4.2 – Représentation en 2D des PSFs pour différentes longueurs d’onde, a) distributions des 

intensités latérales et b) distributions des intensités axiales. 

La figure. 4.2 montre que les distributions des PSFs latérales et axiales évoluent lentement en fonction 

de la longueur d’onde d’excitation mais les formes géométriques sont restées les mêmes.  

Pour mieux exploiter cette évolution, des profils latéraux et axiaux à la position (z=0) et (r=0) 

sont respectivement extraits de la figure. 4.2, et sont illustrés sur la figure. 4.3.  
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FIGURE. 4.3 – a) Les profils latéraux et b) les profils axiaux des PSFs pour différentes longueurs d’ondes. 

Une comparaison des largeurs à mi-hauteurs de ces PSFs est obtenue par une pondération des 

données des profils passant par les centres dans les deux directions avec un ajustement par une 

fonction gaussienne.  

TABLEAU. 4.1 – Les valeurs des largeurs à mi-hauteurs (FWHM) des PSFs latérales et axiales à 

différentes longueurs d’onde d’excitation. 

PSF λ=488nm λ=532nm λ=633nm 

FWHM latérale (µm) 0.21 0.23 0.28 

FWHM axiale (µm) 0.65 0.70 0.84 

 

Le tableau 4.1 montre que les largeurs à mi-hauteur des distributions d’intensités axiales sont 

trois fois plus grandes que celles des distributions d’intensités latérales. Nous observons aussi que la 

résolution est proportionnelle à la longueur d’onde d’excitation. Les résultats trouvés sont conformes 

aux résolutions latérales et axiales données selon le critère de Rayleigh (voir chapitre 1 : équations 

(1.27) et (1.28)). 

B) Effet de l’ouverture numérique de l’objectif de microscope sur la PSF 

Une des caractéristiques principale d’un objectif de microscope est celle de l’ouverture 

numérique. Une simulation numérique de la PSF d’un faisceau gaussien à travers des objectifs à 

différentes ouvertures numériques a été realisée.  

Pour ce faire, nous considérons les mêmes paramètres de calcul que ceux utilisés précédemment, nous 

fixons la longueur d’onde (λ=532 nm), le taux de remplissage total (β=1), l’indice de réfraction du 

milieu à immersion à 1.33 et nous prenons en considération la variation de l’ouverture numérique ON 

de 0.5 à 1.4. 
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Les résultats simulés sont représentés par la figure. 4.4. Cette dernière illustre les distributions 

d’intensités latérales et axiales en 2D pour cinq valeurs d’ouvertures numériques.  

 

FIGURE. 4.4 – Représentation en 2D des PSFs pour différentes ouvertures numériques, a) distributions des 

intensités latérales et b) distributions des intensités axiales. 

La figure. 4.4 (a, b) montre que la distribution de la fonction d’étalement du point diminue au fur et 

à mesure que l’ouverture numérique augmente. Ainsi, les distributions d’intensités axiales sont 

beaucoup plus élargies que celles des distributions des parties latérales. 

Pour mieux visualiser et exploiter les résultats trouvés, des profils latéraux et axiaux à la position 

(z=0) et (r=0) sont extraits de la figure. 4.4, et sont illustrés sur la figure. 4.5. 

    

FIGURE. 4.5 – Influence de l’ouverture numérique sur la PSF, a) profil d’intensité latérale et b) profil 

d’intensité axiale d’un microscope confocal. 
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L’allure des courbes tracées ressemble toutes à une distribution gaussienne dont la largeur du 

pic central est nettement différente. En outre, les distributions d’intensités dans la direction axiale 

présentent des lobes secondaires très faibles par rapport au pic central. 

Afin d’exploiter les profils d’intensité de la figure 4.5, les largeurs à mi-hauteurs de ces PSFs (voir 

tableau 4.2) sont obtenues par une pondération des données des profils passant par les centres dans 

les deux directions avec un ajustement par une fonction gaussienne. 

TABLEAU. 4.2 – Les valeurs des largeurs à mi-hauteur (FWHM) latérales et axiales obtenues pour les 

différentes ouvertures numérique avec une intensité normalisée maximale. 

PSF ON=0.5 ON=0.7 ON=0.9 ON=1.2 ON=1.4 

FWHM latérale (µm) 0.56 0.4 0.31 0.23 0.20 

FWHM axiale (µm) 3.99 2.07 1.26 0.70 0.52 

 

Les résultats, illustrés dans le tableau 4.2, confirment bien que la PSF latérale et axiale d’un 

microscope confocal est inversement proportionnel à l’ouverture numérique de l’objectif de 

microscope.  

En fait, la capacité de collection de la lumière par un objectif de microscope est exprimée 

quantitativement en termes d’ouverture numérique, qui est une mesure du nombre de rayons lumineux 

capturés par l’objectif. Lorsque les valeurs d’ouverture numérique sont petites, l’angle de collection 

est petit et les rayons lumineux sont peu transmis, et ceci entraîne un fort élargissement de la PSF. En 

revanche, lorsque les valeurs d’ouvertures numériques sont plus élevées, une contribution maximale 

est permise aux rayons de plus en plus obliques de pénétrer dans l’objectif, et cela réduit la taille de 

la PSF. 

Par ailleurs, l’évolution des FWHMs latérales en fonction de l’ouverture numérique sont beaucoup 

plus faibles que celles des FWHMs axiales. Ceci est confirmé par les formules de résolution décrites 

par Rayleigh (chapitre 1) montrant que la résolution latérale est inversement proportionnelle à 

l’ouverture numérique et la résolution axiale est inversement proportionnelle au carrée de l’ouverture 

numérique. De ce fait, plus l’ouverture numérique est grande, plus la PSF est étroite et meilleure est 

la résolution optique. 

C) Effet du taux de remplissage de l’objectif de microscope sur la PSF 

Afin d’illustrer l’effet du taux de remplissage de la lentille arrière de l’objectif de microscope 

sur la PSF d’un microscope confocal excité par un faisceau gaussien, une simulation numérique 

représentée par le paramètre β est étudiée.  
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Lorsque β>>1, la lentille d’entrée est «sur remplie» et si β<1 la lentille d’entrée est «sous remplie».  

Pour être proche du dispositif expérimental utilisé, toutes les simulations numériques ont été 

réalisées en prenant comme caractéristique ; une ouverture numérique de l’objectif de microscope 

ON=1.2, un milieu à immersion d’indice n=1.33 et un faisceau d’excitation de longueur d’onde 

λ=532nm. Les résultats de simulations des distributions d’intensité latérales et axiales de la PSF, en 

fonction du taux de remplissage variant entre 0.2 et 1, sont illustrés par la figure 4.6. 

 

FIGURE. 4.6 – Représentation en 2D de la PSF pour différentes valeurs du taux de remplissage β, a) 

distributions des intensités latérales et b) distributions des intensités axiales. 

Les profils latéraux et axiaux à la position (z=0) et (r=0) sont extraits des images 2D de la figure 4.6 

et sont représentés par la figure 4.7. 

 

FIGURE. 4.7 – Profils d’intensités normalisées en fonction du taux de remplissage, a) Evolution de la PSF 

dans la direction latérale et b) Evolution de la PSF dans la direction axiale.  
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L’ajustement de ces profils avec une gaussienne, nous a permis l’extraction des largeurs à mi-hauteur 

en fonction du taux de remplissage β. Les résultats trouvés sont rassemblés dans le tableau 4.3. 

TABLEAU. 4.3 – Les valeurs des dimensions latérales et axiales des largeurs à mi-hauteur (FWHM) 

obtenus pour chaque taux de remplissage de l’objectif.  

PSF β=0.2 β =0.4 β =0.6 β =0.8 β =1 

FWHM latérale (µm) 0,86 0,44 0,30 0,26 0,23 

FWHM axiale (µm) 6,02 2,15 1,08 0,80 0,70 

 

Le tableau 4.3 montre que l’élargissement du pic central des PSFs diminue au fur et à mesure 

que le taux de remplissage de l’objectif de microscope augmente. Ainsi, l’évolution des FWHMs dans 

la direction latérale est beaucoup plus lente que celle dans la direction axiale. 

Dans le cas où, le rayon ‘a’ de la lentille arrière de l’objectif est le paramètre qui contrôle le 

taux de remplissage β, alors plus le rayon ‘a’ est petit, plus les effets de diffraction sont plus forts. En 

fait, la distribution d’intensité produite au niveau du plan focal n’est qu’une multiplication entre le 

faisceau gaussien par la fonction de l’ouverture de la lentille arrière de l’objectif. Par conséquent, une 

réduction du rayon de l’ouverture mène à un changement dans les bornes d’intégration en produisant 

un étalement de la distribution spatiale de l’intensité (la transformée de Fourier d’une gaussienne 

étroite est une gaussienne large).   

En revanche, dans le cas où, le waist ‘W0’ est le paramètre qui contrôle le taux de remplissage β, 

lorsque la dimension du waist est réduite, l’angle du cône de lumière rentrant dans l’objectif est faible. 

Cet angle a une relation étroite avec l’ouverture numérique et ceci provoque un élargissement de la 

PSF. De ce fait, plus le remplissage de l’objectif est total meilleure est la résolution du microscope 

confocal.  

D) Etude des effets réfractifs sur la PSF en microscopie confocale 

De nombreux auteurs se sont intéressés à la modélisation et l’étude des effets de changements 

d’indices de réfraction sur la PSF [193, 202]. Une contribution significative dans ce sens a été 

proposée par Gibson et Lanni, qui ont développé un modèle de formation d’images basé sur la 

diffraction scalaire proposée par Born et Wolf [190]. Un terme d’aberration lié aux variations d’indice 

de réfraction est inclus à ce modèle par un calcul de la différence de chemin optique (OPD) entre les 

conditions idéales supposées par le constructeur et les conditions expérimentales d’observation [203]. 
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Les aberrations résiduelles résultantes de ce décalage entre les conditions de conception et 

expérimentale ont un aspect essentiel dans la description de la PSF. L’avantage de ce modèle est qu’il 

possède une simplicité d’utilisation ainsi qu’une dépendance aux plusieurs paramètres liés au système 

optique accessibles en pratique.  

Lorsqu’un faisceau laser traverse un système optique qui présente des milieux d’indices de 

réfraction différents, il subit généralement une dégradation due aux effets de réfraction engendrant 

des aberrations. Cet effet se manifeste dans la dégradation de la focalisation du système et ceci est 

observé dans la PSF. L’expression de la PSF d’un microscope selon le modèle de Gibson et Lanni est 

satisfaisante à la relation suivante [203]:  

 

2
1

p 0
0

( , , ; )
( , ;p) ( ) pi X X p

PSF X X A J krON e d
 

     (4.7) 

avec, A est une constante d’amplitude, X=(x, y, z) indique les coordonnées d’un point dans le plan 

image. Xp (xp, yp, zp) indique les coordonnées d’un point dans le plan objet et p= (ON, n, t) est un 

vecteur décrivant les paramètres du système. ON est l’ouverture numérique, ‘n’ est l’indice de 

réfraction et ‘t’ est l’épaisseur des couches des milieux individuelles.    
2 2

  -  -   -  p pr x x y y

 , , ;pX X p   est un terme de phase décrivant les différences de chemins optiques entre les 

conditions idéales préconisées par le constructeur et les conditions réelles d’observation et J0 est la 

fonction de Bessel d’ordre zéro.  

La figure 4.8 illustre le principe de la marche des rayons optiques à travers un objectif de 

microscope avec les caractéristiques de son milieu environnant. Cette figure montre la différence de 

chemin optique (OPD) entre la partie modèle et la partie expérimentale. 

Dans la partie expérimentale, nous avons : 

- Une bille fluorescente prise comme source ponctuelle située à une profondeur 𝑡𝑠 dans un 

milieu d’indice de réfraction 𝑛𝑠. 

- Une lamelle d’une épaisseur 𝑡𝑔 avec un indice de réfraction 𝑛𝑔. 

- Le milieu à immersion d’une épaisseur 𝑡𝑖 avec un indice de réfraction 𝑛𝑖.  

Dans le système de conception, la bille est située directement au-dessous de la lamelle, dont : 

- La lamelle ayant une épaisseur 𝑡𝑔
∗ et un indice de réfraction 𝑛𝑔

∗  . 

- Le milieu à immersion d’une épaisseur 𝑡𝑖
∗ avec un indice de réfraction 𝑛𝑖

∗ . 
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FIGURE. 4.8 – Représentation schématique de la différence de la trajectoire des rayons lumineux à travers un 

objectif de micrscope: (a) Partie conception et (b) Partie expérimentale. 

L’OPD due à la variation d’indice de réfraction est décrite par l’équation suivante [203]:   
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(4.8) 

Le terme de phase  , , ;pX X p   est obtenu en multipliant OPD avec 2 /k    et λ est la longueur 

d’onde d’excitation.  

Afin d’étudier la PSF en fonction de la variation de l’indice de réfraction du milieu 

environnant, le système est simulé numériquement en tenant compte les paramètres expérimentaux 

tels que : la longueur d’onde d’excitation λ=532 nm, l’ouverture numérique ON=1.2, la lamelle de 

microscope utilisée d’un indice de réfraction n=1.51 et d’une épaisseur t=170µm. La bille de latex 

fluorescente à un indice de réfraction n=1.6. Pour produire le phénomène des effets réfractifs, la bille 

de latex a été plongée dans trois milieux d’indice de réfraction différent les que : l’air, l’eau et l’huile. 
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En tenant compte de toutes les caractéristiques énumérées ci-dessus, la PSF est ensuite 

calculée à partir de l’équation (4.7). Les résultats numériques des largeurs à mi-hauteur FWHMs 

latéraux et axiaux trouvés sont présentés dans le tableau 4.4.  

TABLEAU. 4.4 – Les valeurs des largeurs à mi-hauteur (FWHM) latérales et axiales en fonction de 

l’indice de réfraction du milieu environnant.  

PSF Air (n=1) Eau (n=1 .33) huile (n=1 .51) 

FWHM latérale (µm) 0.30 0.27 0.25 

FWHM axiale (µm) 1.23 0.99 0.79 

 

Le tableau 4.4 montre que plus la différence de la variation d’indices de réfraction entre la bille et le 

milieu environnant est faible plus les largeurs à mi-hauteurs sont étroites. En outre, l’évolution des 

FWHMs est considérablement grande dans la direction axiale que celle dans la direction latérale. 

En fait, lorsque la lumière traverse deux milieux d’indices de réfraction différents, la lumière 

réfractée dévie par rapport à sa trajectoire initiale. La déviation dépendra de l’angle d’incidence du 

rayon et du rapport entre les indices de réfraction des deux milieux selon la loi de Snell Descartes. 

Par conséquent, lorsque la bille est incorporée dans les différents milieux, une réfraction 

supplémentaire sera produite aux interfaces induisant ainsi des changements dans les chemins 

optiques parcourus par les différents rayons à travers le système. Dans le cas où, la bille est immergée 

dans l’huile, le décalage entre l’indice de la bille et celle du milieu est faible, ceci engendre un angle 

de réfraction des rayons lumineux faiblement inclinés. Cet effet crée une petite différence de chemin 

optique en produisant de petites déformations dans la PSF. En revanche, pour une variation d’indice 

de réfraction significative entre celle de la bille et le milieu où elle est baignée (cas de l’air ou l’eau), 

les angles de réfraction des rayons sont assez grands. De ce fait, les rayons parcourus deviennent plus 

difficiles à collecter. Dans cette situation, les différences de chemin optique sont plus grandes en 

provoquant de grandes déformations dans la PSF.  

Ce modèle de calcul de la PSF prenant en compte les effets réfractifs a été validé 

expérimentalement (voir le chapitre 5) et faisant l’objet d’une publication dans le journal ‘OPTIK’. 

Malgré tous les développements techniques apportés à la microscopie, il n’est pas possible 

d’augmenter la résolution spatiale au-delà de la limite imposée par la diffraction, même avec la prise 

en compte de tous ses paramètres. Utiliser donc un autre moyen de confinement des faisceaux 

d’excitation afin de résoudre ce problème s’avère nécessaire. Ce phénomène est l’interférence des 

modes lasers. 
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4.3  Amélioration de la résolution par interférences des modes laser 

Afin de s’affranchir la limite de la résolution imposée par la diffraction en microscopie 

optique, diverses méthodes ont été proposées. Les interférences font parties des méthodes de 

structuration de base en optique pour modifier les distributions d’illumination. L’objectif de nos 

travaux est donc de proposer des solutions simples et implantables dans les microscopes confocaux 

déjà existants qui permettraient d’en augmenter la résolution. Pour cela, nous avons concentré nos 

recherches sur une simulation numérique basée sur l’interférence de deux faisceaux lasers gaussiens 

TEM00.  

4.3.1  Interférences de deux faisceaux gaussiens 

Avant de présenter les résultats de simulation du confinement et la mise en forme d’un 

faisceau gaussien par le moyen de l’interférence de deux champs lumineux gaussiens TEM00, une 

description mathématique de ces deux derniers doit être donnée. 

Les amplitudes des champs électriques décrits par E1 et E2 (voir le chapitre 1) sont définies de la 

manière suivante :   
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Ici,
2 2x y   est la cordonnée radiale. 

L’expression mathématique de l’intensité totale de l’interférence de deux faisceaux gaussiens 

E1 et E2 est calculée à partir du carrée de la somme des deux équations (4.9) et (4.10), est donnée 

comme suit :  
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 (4.11) 

L’équation (4.11) peut être vue comme la somme de deux termes un terme d’intensité et un autre qui 

contient un terme modulé en « cos »  qui prend son origine, soit du décalage entre les rayons de 

courbure ou bien du décalage entre  les phases de Gouy des deux faisceaux. 
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Pour comprendre mieux les propriétés spatiales de l’interférence de deux faisceaux gaussiens, 

une simulation d’un seul faisceau gaussien est effectuée. 

En éliminant les termes de phase de l’équation (4.9) ou (4.10), l’expression de la distribution de 

l’intensité latérale à z=0, est donnée par :  
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 (4.12) 

Avec les mêmes équations et en se mettant sur l’axe du faisceau (ρ = 0), l’expression de l’intensité 

axiale est définit comme suit :  
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Les résultats des simulations des équations (4.12) et (4.13) illustrées dans la figure (4.9, a et b) ont 

été faites en prenant un rayon de courbure de 200mm, un waist de 1mm et une longueur d’onde 

d’excitation λ=532nm. 

 

 

FIGURE. 4.9 – a)  Distribution d’intensité latérale en 2D (x,y) avec son profil , b) Distribution d’intensité 

axiale en 2D (ρ,z) ainsi que son profil avec R=200mm, W0=1mm et λ=532nm.  

La figure (4.9-a) montre que l’intensité latérale a une allure d’une gaussienne, où le maximum 

se trouve au centre du faisceau (z=0, ρ=0) et elle diminue graduellement avec l’augmentation de ‘ρ’ 

en atteignant la moitié de sa valeur à (ρ=W0). Cependant, l’intensité axiale (la figure (4.9-b)) décroît 

avec la distance selon une distribution Lorentzienne, où son intensité maximale se produit au centre 

du faisceau (z=0, ρ=0) et elle diminue graduellement avec l’augmentation du ‘z’ en atteignant la 

moitié de sa valeur à z=±zR. 
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Pour montrer maintenant l’effet de l’interférence de deux faisceaux gaussiens par rapport à la 

distribution d’un seul faisceau gaussien, nous introduisons tout d’abord un décalage entre les rayons 

de courbure R2 et R1. 

4.3.1.1  Effet du décalage entre les deux rayons de courbure  

La partie qui suit montre l’interférence entre deux faisceaux gaussiens dont l’effet de décalage 

entre les deux rayons de courbure est pris en considération. Pour voir cet effet, l’équation (4.11) a été 

simulée sous environnement Matlab et les résultats obtenus sont présentés dans la figure. 4.10.   

Pour les calculs numériques, nous supposons que :  

- Les waists du premier et du deuxième faisceau sont égaux, W01=W02=1mm. 

- La longueur d’onde d’excitation est λ=532nm. 

- Le rayon de courbure du premier faisceau est R1=200mm, par contre le rayon de courbure R2 

du deuxième faisceau prendra premièrement une valeur égale R1, puis d’autres valeurs 

différentes de celle de R1. 

Les franges d’interférence (les images et les profils d’intensité latéraux) typiques dans le champ 

commun de deux faisceaux gaussiens sont illustrées sur la figure. 4.10.  
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FIGURE. 4.10 – Présentation des interférogrammes simulés et leurs  profils d’intensité latéraux pour 

R1=200mm et R2 variable 

La figure. 4.10 montre deux cas de figures : 

- Le premier cas, lorsque les deux rayons de courbures R1 et R2 sont identiques, la distribution 

reste une gaussienne comme celle de la figure (4.9-a). 

-  Le deuxième cas, lorsque R1≠R2 l’interférence de deux faisceaux gaussiens donne naissance 

à une distribution annulaire des intensités.  
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Plus le décalage entre les deux rayons de courbure augmente, plus le nombre d’anneaux augmente 

sur un même espace (-2mm et +2mm), ceci explique la diminution progressive des largeurs à mi-

hauteurs (FWHMs) du pic central.  

La simulation a été poursuite en étudiant cette fois ci l’effet du décalage entre les rayons de 

courbure sur les distributions d’intensité axiales, en prenant les mêmes données que précédemment. 

Les résultats trouvés sont présentés dans la figure (4.11). 
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FIGURE. 4. 11 – Profils de l’intensité axiale correspondant aux franges d’interférences de deux faisceaux 

gaussiens illustrant l’effet de la variation du rayon de courbure. 

D’après la figure 4.11, les profils tirés des interférogrammes montrent un seul pique à la 

position z=0. L’allure de ce profil ressemble à celle d’une Lorentzienne. 

Une constatation globale, le décalage entre les rayons de courbure n’affecte pas les distributions des 

intensités axiales de l’interférence de deux faisceaux gaussiens, par contre son effet se voit clairement 

sur les distributions des intensités latérales. 

4.3.1.2  Superposition coaxiale de deux faisceaux gaussiens à travers un système optique 

convergent 

Pour focaliser un faisceau laser dans un espace très réduit avec un diamètre, une courbure et 

une phase appropriée, un système convergent est nécessaire. Dans le cas d’une lentille idéale 

(dépourvue d’aberrations), la distribution du champ électrique d’un faisceau sortant reste la même 

que celle du faisceau entrant. Par exemple, un faisceau gaussien fondamental émerge de la lentille en 

tant que faisceau fondamental. Ainsi, le système convergent change seulement les paramètres du 

faisceau, c’est-à-dire, le rayon de courbure R (z) et le waist W(z) [204].  

Dans le cas d’une superposition de deux faisceaux gaussiens à travers une lentille mince idéale 

de focale ‘f ’ appropriée, les rayons de courbures R’1 et R’2 à la sortie dépendent des rayons de courbure 

d’entrée R1 et R2 (correspondent au premier et au deuxième faisceau), et sont donnés par les 

expressions suivantes [204, 205]:   

 
'

1 1 1R fR f R   (4.14) 

 '

2 2 2R fR f R   (4.15) 

Les waists associés aux faisceaux gaussiens dans le plan focal sont donnés par :   

  
2

' 2 '

01 1 1 11W W W R    (4.16) 

  
2

' 2 '

02 2 2 21W W W R    (4.17) 
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Les positions z’01 et z’02 des waists des faisceaux sont représentées par les expressions suivantes :  

  
2

' ' ' 2

01 1 1 11z R R W    (4.18) 

  
2

' ' ' 2

02 2 2 21z R R W    (4.19) 

Les positions des distributions d’amplitudes des deux champs électriques à travers un système 

convergent à une position ‘z’, se présentent comme suit :   

 ' '

1 01z z z   (4.20) 

 ' '

2 02z z z   (4.21) 

Les expressions mathématiques des amplitudes de deux champs électriques gaussiens focalisés par 

une lentille en coordonnées cylindriques peuvent s’écrire de la manière suivante [205]: 

 

2
' 2
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Avec :      

- ' '2

1,2 01,2Rz W   sont les distances de Rayleigh des deux faisceaux gaussiens après la lentille. 

-  
2

' ' ' '

1,2 01,2 1,2 1,21 RW W z z   sont les largeurs des deux faisceaux gaussiens après la lentille.  

-  
2

' ' ' '

1,2 1,2 1,2 1,21 RR z z z  
  

 sont les rayons de courbure des deux faisceaux gaussiens après la 

lentille. 

Le champ électrique résultant de l’interférence de deux faisceaux gaussiens émergeant juste après 

une lentille est décrit par la formule suivante :   

    ' ' '

1 2( , ) , ,TE z E z E z       (4.24) 

L’équation de l’intensité est calculée en négligeant les phases de Gouy et exprimée comme suit : 

2 2

2 2
' ' ' ''2 '2

' ' ' ' '01 02 01 021 2
02 01 02' ' ' '01

1 2 1 2

2

'2 '2 2

1 2

' '

2 1

2 2

( , ) 2

1 1

1 1
. cos

W W W WW W
I z E e E e E E

W W W W

W W
e

R R

 








 
      

        
      

 
             

    

 (4.25) 
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D’après l’équation (4.25), le champ émergeant à travers un système convergent de focal f conduit à 

deux cas : 

- Le premier cas est que l’un des deux faisceaux gaussiens focalise toujours à une position le 

long de l’axe de propagation z.  

- Le deuxième cas concerne le second faisceau gaussien et comprend trois possibilités [205]:  

(i) Le faisceau focalise dans certaines positions le long de l’axe de propagation après 

le foyer du premier faisceau gaussien. 

(ii) Le faisceau est collimaté pendant la propagation. 

(iii) Le faisceau diverge pendant la propagation avec une focale virtuelle positionnée 

avant la lentille. 

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons seulement au cas (i) pour pouvoir explorer les 

propriétés de la distribution spatiale de l’interférence d’après l’équation (4.25).   

A) Cas de deux faisceaux gaussiens avec  des rayons  de courbures égaux et opposés 

Ce cas de figure se présente quand les deux faisceaux gaussiens qui vont interférer au plan 

focal du système convergent auront les mêmes largeurs (W01=W02), mais des rayons de courbure 

opposés (R2=-R1=R). Ainsi l’équation (4.25) aura comme expression :  

 

2 2

2 2
' ' ' ''2 '2

' ' ' ' '01 02 01 021 2
02 01 02' ' ' '01

1 2 1 2

2

'2 '2 2

1 2

2 2
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W W W WW W
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 (4.26) 

Les résultats numériques de l’équation (4.26) effectués avec une focale f=100mm, des waists 

W01=W02=1mm et λ=532 nm, sont illustrés par la figure. 4.12. L’allure de la courbe montre la 

distribution de l’intensité axiale I’(0,z) résultant de la superposition coaxiale de deux faisceaux 

gaussiens en fonction de ‘z’.  
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FIGURE. 4.12 – Profil et distribution en 2D de l’intensité de l’interférence de deux faisceaux gaussiens. 

La figure. 4.12 montre deux pics, le premier est très intense se trouvant en avant du point focal 

situé à z=66mm et le deuxième moins intense situé au-delà du point focal à z=200mm. 

De la figure. 4.12, trois distributions d’intensités latérales sont générées situées dans les plans 

positionnés à : z=66mm, z=f=100mm et z= 200mm. Les allures de ces dernières sont représentées par 

la figure. 4.13. 

 

FIGURE. 4.13 – Distributions d’intensités latérales, (a) plan situé à z=66mm, (b) plan situé sur le plan focal à 

z=f=100 mm et (c) plan situé z=200mm.       
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L’analyse de la distribution de l’intensité, selon la figure 4.13, montre les cas suivants : 

- Pour le premier cas (4.13-a), à z=66mm (premier plan de focalisation), le profil latéral de 

l’intensité du faisceau possède une allure gaussienne avec une forte intensité et une largeur 

FWHM très petite. 

- Le deuxième cas (4.13-b) correspondant à z=100mm (plan focal de la lentille), la distribution 

de l’intensité a une allure d’un creux. 

- Le troisième cas (4.13-c), présente le deuxième plan de focalisation, situé à z=200mm. Le 

profil montre une allure gaussienne avec une intensité très faible et une largeur à mi-hauteur 

plus grande que celle du premier cas.  

Examinant maintenant de près le cas (b), qui correspond à la distribution latérale de l’intensité 

lumineuse au point focal z=f. Dans ce plan, l’influence de la grandeur du rayon de courbure (R2=-

R1=R) sur la mise en forme de l’interférence des deux faisceaux gaussiens est montrée (voir la figure. 

4.14). 

 

FIGURE. 4.14 – Profil et distribution en 2D de l’intensité latérale de l’effet du rayon de courbure sur la mise 

en forme d’un faisceau gaussien.   

La figure. 4.14 montre que lorsque le rayon de courbure ‘R’ change, une mise en forme du 

faisceau est observée. La mise en forme de la distribution d’intensité est tracée pour trois valeurs de 

‘R’ différentes : 

- a) Pour (R2=-R1=500mm), c’est-à-dire, une valeur cinq fois plus grande que celle de la 

focale, le faisceau gaussien (peut être trouvé avec un rayon de courbure très grand) devient 

une gaussienne à sommet plat. 
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- b) Le deuxième cas est tracé pour (R2=-R1=400mm), la gaussienne à sommet plat a pris 

la forme d’un chapeau. 

- c) L’acquisition d’un profil sous forme d’un beignet a été obtenu pour (R2=-R1=300mm). 

Cette forme de profil peut prendre l’allure d’un creux pour des valeurs de ‘R’ plus petites 

(voir figure. 4.13 (b)).   

Il est alors important de noter que l’interférence entre deux faisceaux gaussiens de rayons de 

courbures opposés, avec des valeurs proches ou très grandes par rapport à la focale du système 

convergent, permet de transformer un faisceau incident dont le profil radial est gaussien en une forme 

de faisceaux. Cette évolution peut être expliquée par le facteur modulateur  2cos R  . Cette 

modulation peut se faire avec de simples interféromètres ou bien des optiques diffractives de phase.  

B) Cas de deux faisceaux gaussiens avec un décalage positif entre les deux rayons de courbure   

Dans ce deuxième cas, nous étudions dans le plan focal les propriétés spatiales de la 

superposition coaxiale de deux faisceaux gaussiens, avec une même largeur des waists, mais 

maintenant avec un décalage (ΔR=R2-R1) positif entre les deux rayons de courbure (R2>R1).   

La figure. 4.15 représente les profils axiaux en fonction du décalage ‘ΔR’ entre les rayons de courbure 

des faisceaux gaussiens interférés.  

 

FIGURE. 4.15 – Evolution de la distribution de l’intensité axiale de l’interférence de deux faisceaux gaussiens 

en fonction de la variation du décalage entre les deux rayons de courbure. 
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La figure. 4.15 révèle deux cas : 

- Le premier cas calculé pour (R2=R1), un seul pic centré sur z=200mm est observé. 

- Le deuxième cas, lorsque (R2>R1), toutes les courbes présentent deux spots lumineux. Le plus 

large est constamment situé à z=200mm, mais beaucoup moins intense. Le deuxième pic est 

plus intense est moins large que le premier et se déplace vers le plan focal avec l’augmentation 

de ‘ΔR’. Aussi, l’écart entre les maxima des deux pics augmente au fur et à mesure que le 

décalage des rayons de coubure croit.  

Les positions exactes du deuxième pic en fonction de ‘ΔR’, le long de propagation de l’axe ‘z’, sont 

représentées dans le tableau 4.5. 

TABLEAU. 4.5 – Les positions axiales de l’intensité maximale en fonction de l’écart entre les rayons de 

courbure de deux faisceaux gaussiens interférés. 

ΔR R2=2R1 R2=4R1 R2=6R1 R2=8R1 R2=10R1 

Position Z(mm) 133.35 114.17 108.86 106.66 105.09 

 

En tenant compte du deuxième pic, les largeurs à mi-hauteurs (FWHMs) des pics d’intensité en 

fonction de ‘ΔR’, sont rassemblées dans le tableau 4.6. Pour illustrer cet effet, un ajustement de ce 

pic a été fait avec une gaussienne. 

TABLEAU. 4.6 – Les valeurs des largeurs à mi-hauteur du deuxième pic en fonction de l’écart entre les 

rayons de courbure des faisceaux gaussiens interférés. 

ΔR R2=2R1 R2=4R1 R2=6R1 R2=8R1 R2=10R1 

FWHM axial (mm) 7.23 5.36 4.89 4.89 4.57 

 

D’après le tableau 4.6, plus ‘ΔR’ augmente plus la largeur à mi-hauteur diminue. Au début la 

décroissance est plus rapide, puis elle devient pratiquement très faible. Ceci peut s’expliquer par le 

facteur modulateur de l’équation (4.25), c’est-à-dire, lorsque ‘ΔR’ est nul, la fonction ‘cos’ tend vers 

‘1’ et nous obtenons seulement un seul pic gaussien situé à (z=200mm). Par contre, lorsque ‘ΔR’ 

n’est pas nul, l’interférence des faisceaux gaussiens est capable de produire deux distributions 

gaussiennes de largeurs différentes, une située à la même position et l’autre est décalée par rapport à 

la première.  
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4.3.1.3  Effet de la phase de Gouy 

Généralement, pour améliorer la résolution des systèmes optiques et produire un faisceau 

focalisé dans des dimensions très petites, la théorie scalaire est adoptée et les effets de la polarisation 

sont ignorés. En effet, les phénomènes de diffraction et de polarisation sont découplés tandis que les 

changements dans les courbures des fronts d’onde s’accompagnent d’un déphasage variable au cours 

de la propagation. Alors, l’état de la polarisation d’une onde est également modifié et cet effet est 

particulièrement aigu lors du passage dans une région focale [206]. Ce phénomène peut être exploité 

de telle sorte que les composantes de la polarisation sélectionnée acquièrent un plus grand 

confinement dans les directions transversale et axiale. La technique est basée sur l’interférence de 

deux faisceaux gaussiens de polarisation orthogonale ayant un décalage dans leurs phases de Gouy. 

Ce décalage est principalement créé par un retard dans le chemin optique qui introduit ainsi une 

composante de polarisation (circulaire droite ou gauche) avec un volume focal très petit par rapport 

à celui du faisceau gaussien [17]. 

La figure. 4.16 illustre deux faisceaux gaussiens coaxiaux polarisés orthogonalement avec des 

waists W01 et W02 décalés axialement d’une valeur de 2Δ.  De ce fait, les faisceaux subissent un retard 

limité à la région proche des foyers avec une valeur maximale correspondant à une alternance au 

centre. La phase de Gouy de chaque faisceau varie de [-π/2, +π/2] pour un z compris entre [-∞, +∞] 

et présente une valeur nulle au foyer.  

Par conséquent, la différence de la phase de Gouy entre les deux faisceaux est nulle partout sauf à 

proximité des foyers où elle atteint une valeur maximale de π au centre des faisceaux.  

 

FIGURE. 4. 16 – (a) Interférences de deux faisceaux gaussiens polarisés suivant les axes x et en y avec des 

centres décalés d’une distance 2Δ. (b) Les déphasages de Gouy associés aux deux faisceaux. (c) La 

différence des phases de Gouy [206].  
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L’amplitude des champs électrique des faisceaux gaussiens polarisés en x et y, tout en 

considérant que les centres de faisceaux sont décalés d’une distance de 2Δ, peut s’écrire de la manière 

suivante [206]:   
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où, ξ est un facteur de phase supplémentaire introduit dans la composante y. 

En tenant compte de l’état de polarisation circulaire, l’équation (4.11) de la distribution de l’intensité 

de l’interférence de deux faisceaux gaussiens deviendra comme suit [206] :  
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D’après l’équation (4.29), la différence de phase produite par l’interférence de deux faisceaux 

gaussiens avec un décalage axial de 2Δ est donnée comme suit : 

 ( ) ( 2)z z k      (4.30) 

La phase trouvée varie en fonction de ‘z’ et de l’état de polarisation. Comme illustré à la 

figure. 4.16, la différence entre les phases de Gouy est approximativement nulle, sauf près du foyer 

du faisceau, où elle peut atteindre une valeur maximale de π à z=0. Cette condition peut être exploitée 

pour effectuer une conversion de l’état de polarisation à la région focale.  

- Dans ce cas, si la phase constante (2kΔ − ξ = π/2), le faisceau combiné est à l’état de 

polarisation circulaire droite aux points axiaux éloignés de la région focale (z≠0) et à l’état de 

polarisation circulaire gauche à (z=0). 

Par conséquent, la conversion de polarisation sur l’axe lorsque le faisceau traverse la région focale 

est uniquement attribuée à l’effet Gouy.  

Selon la figure 4.16, quand (z=0) et en présence du décalage ‘Δ’, la phase de Ghouy aura 

comme expression   arctan( )Rz     (voir chapitre 1 équation 10). Maintenant, nous montrons 

que pour certaines valeurs de ( )Rz , le volume focal de la polarisation circulaire gauche peut être 

inférieur à celui du faisceau gaussien, réalisant ainsi une super-résolution axiale ou latérale ou les 

deux.  



84 

 

L’étude de l’influence de ce paramètre a été contrôlée pour les deux étapes suivantes :  

- La première étape, illustrée par la figure 4.17, montre la comparaison entre les distributions 

des intensités d’un faisceau gaussien et celle de l’interférence de deux faisceaux gaussiens avec 

un rapport de décalage Δ/zR ≈ 0,1. L’analyse numérique a été effectuée avec une longueur 

d’onde d’excitation λ=532 nm et des waists W01 et W02=1mm. 

 

FIGURE. 4.17 – Comparaison entre les profils d’intensité d’un faisceau gaussien et celui de l’interférence de 

deux faisceaux gaussiens :(a) Profils latéraux (b) Profils axiaux. 

Les valeurs des FWHMs, tirées des profils d’intensité de la figure 4.17 ont été ajustés par une fonction 

gaussienne, sont représentées dans le tableau 4.7. 

TABLEAU. 4.7 – Comparaison entre les valeurs des largeurs à mi-hauteur latérales et axiales d’un 

faisceau gaussien et celles de l’interférence de deux faisceaux gaussiens. 

Méthodes FWHM latéral  FWHM axial  

Faisceau gaussien 1.18 1.38 

Interfernce de deux faisceaux gaussiens 0.79 1.05 

En passant d’un faisceau gaussien à l’interférence de deux faisceaux gaussiens, nous 

constatons qu’un décalage dans la phase de Gouy peut améliorer la résolution latérale de 39% et celle 

de la résolution axiale de 30%. Donc, il est possible de générer un faisceau focalisé avec des 

dimensions de foyer plus petites que celles des faisceaux gaussiens et affranchir la limite de la 

résolution en utilisant les interférences de ces deux derniers. 

- La deuxième étape, illustrée par la figure 4.18, indique l’évolution des distributions 

d’intensités latérales et axiales produites par l’interférence de deux faisceaux gaussiens pour 

différentes valeurs de Δ/zR. 
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FIGURE. 4. 18 – Représentation des profils d’intensité (a) latérale et (b) axiale pour différentes valeurs de 

Δ/zR. 

D’après la figure 4.18, l’allure des profils des distributions d’intensités latérales ont une forme 

d’une gaussienne, par contre l’allure des profils des intensités axiales évolue sous une forme 

gaussienne, puis prend une forme non gaussienne (aplatie ou la forme d’un creux). De ce fait, la 

combinaison de faisceaux gaussiens avec un grand décalage de phase de Gouy correspond à des 

faisceaux polarisés circulairement mais avec des distributions spatiales non gaussiennes.  

Les valeurs des largeurs à mi-hauteurs des courbes tracées dans la figure 4.18 sont 

représentées dans le tableau 4.7. 

TABLEAU. 4.8 – Comparaison entre les valeurs des FWHMs latérales et axiales de l’interférence de 

deux faisceaux gaussiens en fonction de Δ/zR. 

Δ/zR 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

FWHM latéral 0.80 0.84 0.90 0.97 1.06 

FWHM axial 1.17 1.33 Non gaussien 

Le tableau ci-dessus montre que plus le rapport Δ/zR augmente plus les largeurs des FWHMs 

augmentent. Par conséquent, afin d’atteindre une meilleure résolution, il faut que le rapport Δ/zR soit 

égale ou inférieure à 0.1.  
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4.4  Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons introduit le microscope confocal illuminé par un faisceau 

gaussien en évoquant sa réponse impulsionnelle (PSF) et les principales distorsions qui peuvent 

affecter ses performances. Pour le calcul numérique de la PSF, un modèle basé sur la diffraction 

scalaire est utilisé. Dans ce modèle, la variation de la PSF a été étudiée en fonction de plusieurs 

paramètres parmi lesquels les aberrations sphériques qui découlent uniquement des effets réfractifs 

en provenance de l’échantillon et de son environnement. 

Dans la deuxième partie du chapitre, la modélisation et l’aspect théorique des interférences 

des modes lasers gaussiens sont présentés. Les interférences de deux faisceaux gaussiens en présence 

d’un décalage entre les rayons de courbure permettent une mise en forme de la distribution spatiale 

de l’intensité en produisant différentes distribution au foyer d’un système optique. En outre, les 

interférences de deux faisceaux gaussiens en présence d’un décalage entre les phases de Gouy 

permettent la réduction de la taille du faisceau en offrant une alternative pour l’amélioration de la 

résolution. Par conséquent, la contrôlabilité de la différence de la phase de Gouy permettra de grandes 

applications potentielles dans le plan focal de la microscopie optique. 
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5. Chapitre 5 : Mise en place du système expérimental 

Chapitre 5 

 
Mise en place du système expérimental 

 

 
Sommaire 

 

5.1 Introduction ..........................................................................................................................................89 

5.2 Le montage expérimental .....................................................................................................................89 

5.2.1 Source d’excitation ...................................................................................................................................... 90 

5.2.2 Le filtrage spectral ....................................................................................................................................... 91 

5.2.2.1 Filtres d’excitation ....................................................................................................................91 

5.2.2.2 Miroirs dichroïques ...................................................................................................................91 

5.2.2.3 Filtres d’émission .....................................................................................................................92 

5.2.3 Le filtrage spatial ......................................................................................................................................... 92 

5.2.3.1 Télescope ..................................................................................................................................92 

5.2.3.2 Objectif de microscope .............................................................................................................93 

5.2.3.3 Trou confocal (Pinhole) ............................................................................................................93 

5.2.4 Acquisition des données ............................................................................................................................. 94 

5.2.4.1 Photodiodes à avalanches (APD) ..............................................................................................94 

5.2.4.2 Corrélateur ................................................................................................................................95 

5.3 Caractérisation du montage de la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) .................96 

5.3.1 Détermination de la résolution optique du montage par la mesure de la PSF (Point Spread 

Function) ................................................................................................................................................................. 97 

5.3.2 Détermination de la résolution optique du montage par la technique FCS ......................................... 99 

5.3.2.1 Matière et méthode .................................................................................................................100 

5.3.2.2 Principe de mesure FCS .........................................................................................................101 

5.3.2.3 Comparaison entre les trois méthodes de détermination du volume effectif ..........................105 

5.3.3 Aspects photophysiques des mesures de FCS : état triplet .................................................................. 106 

5.3.4 Les principaux paramètres influençant la résolution du montage FCS ............................................. 109 

5.3.4.1 Effet de la taille du trou confocal sur la mesure de la PSF .....................................................109 

5.3.4.2 Effet de la taille du faisceau sur la mesure de la PSF .............................................................110 

5.3.4.3 Effet de la modification du profil gaussien d’intensité de l’excitation sur la mesure de la 

PSF .....................................................................................................................................................114 

5.4 Etude des effets réfractifs en microscopie confocale de fluorescence ............................................116 

- Article du journal joint: Refractive effects of the Gaussian beam on the volume confinement for 

fluorescence correlation spectroscopy: Experimental and numerical study. ................................ 117 

5.5 Conclusion ...........................................................................................................................................126 

 

 

 



 

89 

 

5.1  Introduction 

Ce chapitre est dédié au montage de la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS), où 

sa mise en place ainsi que sa caractérisation ont constitué une partie très importante de mon travail 

de thèse. Le chapitre se scinde en deux parties, la première partie est consacrée à la description du 

système expérimental, tandis que la deuxième partie est consacrée au fonctionnement du système et 

sa caractérisation par différentes méthodes. Ces dernières s’appuient sur la corrélation du signal de 

molécules fluorescentes ainsi que sur l’étude de la fonction d’étalement du point (PSF) faite avec des 

billes fluorescentes. Les résultats expérimentaux obtenus pour différents échantillons sont représentés 

et discutés à la fin du chapitre.  

Le chapitre est suivi par une contribution que nous avons réalisée sur les effets réfractifs dans 

la mesure du volume confocal dans le cadre de la spectroscopie de corrélation de fluorescence. 

5.2  Le montage expérimental 

Le montage expérimental de la FCS est basé sur l’utilisation d’un microscope inversé (Axio 

Observer D1, Zeiss), comme illustré à la figure. 5.1. Le système d’excitation est constitué de plusieurs 

sources laser : He-Ne (633 nm) et diodes laser (488 et 532 nm). La puissance du faisceau excitateur 

est contrôlée par une lame demi-onde (λ/2) accolée à un polariseur. Le faisceau est élargi spatialement 

par le biais d’un dispositif afocal (télescope) afin de couvrir la pupille arrière de l’objectif de 

microscope (60X, ON=1.2, Zeiss plan apochromat à immersion à eau). Le faisceau incident est 

focalisé sur l’échantillon à l’aide de l’objectif de microscope après avoir été réfléchi par un miroir 

dichroïque, conçu pour réfléchir l’excitation sous une incidence de 45 degrés, et transmettre le signal 

de fluorescence. La fluorescence émise par l’échantillon est collectée par le même objectif. Par la 

suite, le signal de fluorescence est focalisé par une lentille (f'=160 mm) sur un trou confocal 

("pinhole" en anglais, de 30µm ou 50µm de diamètre (Thorlabs)) placé dans le plan image de 

l’objectif de microscope. En sortie du trou confocal, le signal de fluorescence est divisé par un cube 

séparateur 50/50 et collecté par deux photodiodes à avalanche (SPCM-AQRH, Excelitas 

technologies, Canada), placées derrière des filtres d’émission. Les deux photodiodes à avalanche sont 

reliées à un corrélateur (ALV-7004/USB Multiple Tau Digital Correlator, ALV-Laser GmbH, 

Langen, Germany) afin d’analyser le signal de fluorescence. L’analyse des données par FCS permet 

l’obtention de plusieurs informations : le nombre de molécules fluorescentes dans le volume confocal, 

le temps de diffusion de ces molécules, la durée de vie de l’état triplet ainsi que le taux de comptage 

par molécule (CRM).  
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FIGURE. 5.1 – Schéma du dispositif de la spectroscopie de corrélation de fluorescence FCS. 

Ce dispositif expérimental comporte trois parties : la partie excitation, le microscope 

(confocal) et le système de détection, ces parties vont être décrites successivement. 

5.2.1  Source d’excitation 

Les sources d’excitation utilisées sont des sources LASER de différentes longueurs d’onde 

afin d’exciter différents types de fluorophores. Pour mener nos expériences, nous avons installé dans 

notre dispositif trois lasers : une diode laser avec λ=488 nm (lasers Cobolt MLDTM) ayant une 

puissance maximale de 150 mW, une deuxième diode laser avec λ=532 nm (Optoelectronics 

Company, Royaume-Uni) d’une puissance d’environ 2 mW et un laser à gaz avec λ=633 nm (He-Ne 

Laser, Thorlabs SAS, France) de puissance de 1 mW. Les sources laser sont accompagnées par leurs 

filtres d’émission, dichroïque et d’excitation correspondant à chaque longueur d’onde. La puissance 

des sources lasers est ajustée en tournant l’axe d’une lame demi-onde et un polariseur (qui reste fixe 

pour une polarisation horizontale en sortie), ensuite à l’aide d’un photodétecteur (NOVA, OPHIR 

Photonics, USA) combiné à un puissance-mètre, les valeurs de la puissance d’excitation sont ajustées 

en fonction de la mesure effectuée.  

 

 



 

91 

 

5.2.2  Le filtrage spectral 

5.2.2.1  Filtres d’excitation 

À la sortie de chaque faisceau laser, un filtre d’excitation (filtre passe-bande) est utilisé pour 

sélectionner la longueur d’onde principale d’excitation. La figure. 5.2 montre les courbes de 

transmission des filtres d’excitation pour les longueurs d’onde 532 et 633 nm. 

 

FIGURE. 5.2 – Caractéristiques des filtres d’excitation : spectre de transmission tracé pour la gamme de 

longueur d’onde a) 300-650 nm pour le filtre d’excitation de 532 nm (ZET532/10x) et b) 500-750 nm pour le 

filtre d’excitation de 633 nm (HQ620/60x). (D’après : http://www.chroma.com) 

5.2.2.2  Miroirs dichroïques 

Un élément essentiel du microscope de fluorescence est le miroir dichroïque (le filtre 

dichroïque). Ce dernier est situé juste avant l’objectif et orienté à 45˚. Son rôle est de séparer les 

faisceaux d’excitation de la fluorescence, qui empruntent tous deux le même trajet optique via 

l’objectif. Un filtre dichroïque réfléchis le faisceau d’excitation vers l’échantillon, et transmet la 

fluorescence émise par celui-ci, c’est un filtre passe-haut. Les courbes de transmission des miroirs 

dichroïques en fonction de la longueur d’onde sont illustrées à la figure. 5.3.   

 

FIGURE. 5.3 – Caractéristiques des miroirs dichroïques : spectre de transmission tracé pour la gamme de 

longueur d’onde a) 300-650 nm pour le laser à 532 nm (ZT532rdc) et b) 500-750 nm pour le laser à 633 nm 

(z633rdc). (D’après: http://www.chroma.com)  

https://www.chroma.com/products/parts/zet532-10x
http://www.chroma.com/
http://www.chroma.com/
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5.2.2.3  Filtres d’émission 

Le filtre d’émission est utilisé afin de bloquer une deuxième fois l’excitation (diffusion 

Rayleigh), et transmettre le signal de fluorescence émis par l’échantillon vers le détecteur. Les 

courbes de transmission des filtres d’émission pour les longueurs d’onde 532 et 633 nm sont illustrées 

à la figure. 5.4. 

 

FIGURE. 5.4 – Caractéristiques des filtres d’émission : spectre de transmission tracé pour la gamme de 

longueur d’onde a) 300-650 nm pour le laser à 532 nm (ET575/50m) et b) 550-800 nm pour le laser à 633 

nm (HQ665lp). (D’après : http://www.chroma.com) 

5.2.3  Le filtrage spatial 

5.2.3.1  Télescope  

La figure. 5.5 représente le schéma de principe d’un système afocal (télescope) qui comporte 

deux lentilles convergentes L1 et L2 avec des distances focales f1 et f2 respectivement. Les deux 

lentilles sont placées de façon à ce que le foyer image de la première lentille corresponde au foyer 

objet de la deuxième.  

Les deux lentilles permettent d’élargir le faisceau d’excitation d’un facteur de grandissement G. Si 

les diamètres du faisceau laser avant et après l’expansion sont d et D, le facteur de grandissement de 

faisceau est défini comme suit :  

 
2 1G f f D d   (5.1) 

 

FIGURE. 5.5 – Schéma du collimateur optique. 

 

http://www.chroma.com/
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Dans le montage expérimental, le diamètre du faisceau laser (2 mm) est agrandi 4 fois afin de 

permettre un remplissage effectif total de la pupille arrière (8 mm) de l’objectif de microscope pour 

qu’il soit utilisé dans une configuration où son ouverture numérique soit maximale afin d’obtenir une 

bonne résolution optique. 

5.2.3.2  Objectif de microscope 

L’objectif de microscope est l’un des composants les plus essentiel en microscopie optique, il 

est caractérisé par l’ouverture numérique (ON), qui est définie par: sinON n  , avec n l’indice de 

réfraction du milieu après l’objectif et θ le demi-angle au sommet du cône de lumière pouvant entrer 

(ou sortir) de l’objectif (figure. 5.6). L’ouverture numérique joue un rôle essentiel à la fois lors de 

l’excitation (focalisation du faisceau sur l’échantillon) et de la détection (collection du faisceau de 

fluorescence). 

Dans le dispositif FCS, un objectif de microscope avec une grande ouverture numérique 

(ON=1.2) à immersion à eau est utilisé. Ceci est compatible avec l’imagerie des échantillons aqueux 

(solutions, cellules, ...etc). 

 

FIGURE. 5.6 – Description d’un objectif de microscope.  

5.2.3.3  Trou confocal (Pinhole) 

Le trou confocal a été introduit pour la première fois dans le dispositif de la spectroscopie de 

corrélation de fluorescence par Rigler afin de réduire le volume effectif de collection et augmenter le 

rapport signal sur bruit [160]. En effet, le système confocal est réalisé à l’aide d’un trou 

soigneusement placé au foyer optique conjugué de l’objectif de microscope. Toute fluorescence émise 

derrière ou devant le plan focal est bloquée par le trou et n’est donc pas détectée. Par contre, si la 

fluorescence est émise à partir du plan focal, le signal est envoyé derrière le trou et enregistré par le 

détecteur.  
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Afin d’avoir la meilleure résolution (filtrage spatial), il est nécessaire d’utiliser un trou le plus 

petit possible. Cependant au-delà d’une certaine limite le signal devient très faible, ce qui réduit le 

rapport signal sur bruit. Donc, la taille du trou confocal doit être judicieusement choisie de sorte que 

son image par l’objectif de microscope soit un trou de diamètre correspondant au disque d’Airy de 

faisceau laser. La tache centrale de cette fonction d’Airy à un diamètre définit comme suit 

1.22M ON  avec M le grossissement du microscope.  

Par conséquent, pour avoir une bonne résolution et conserver un rapport signal sur bruit correct, le 

diamètre du trou confocal ne doit pas être inférieur à la valeur de ϕ. 

5.2.4  Acquisition des données  

5.2.4.1  Photodiodes à avalanches (APD) 

Le signal de fluorescence collecté par l’objectif de microscope traverse le trou confocal et 

ensuite détecté par deux photodiodes à avalanche (APD). Ces dernières convertissent le signal de 

fluorescence en un signal électronique mesurable. Les APDs sont des détecteurs (SPCM-AQRH, 

Excelitas technologies, Canada) à haute efficacité quantique, QE ~70% à 700 nm avec un courant 

d’obscurité de l’ordre de 100 coups/s, d’une région active de 180 μm2 fonctionnant en régime de 

comptage de photons uniques sur une large gamme de longueurs d’onde (400-1000 nm). La figure. 

5.7 représente l’efficacité quantique des photodiodes à avalanche (APD) utilisées. 

 

FIGURE. 5.7 – Courbe de l’efficacité quantique de la photodiode à avalanche en fonction de la longueur 

d’onde (D’après : http://www.excelitas.com). 

 

http://www.excelitas.com/
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L’intérêt d’utiliser deux détecteurs plutôt qu’un seul en FCS est de contourner leurs limitations 

technologiques. Les systèmes à comptage de photons ont un problème de génération d’un signal ultra 

bref dit "après-pulsation, afterpulsing en anglais" dans la région aux temps courts [207]. Par 

conséquent, les détecteurs génèrent un faux signal de l’ordre de la nano à la microseconde après la 

détection du signal de fluorescence [208]. Cet effet est un problème sérieux dans FCS en raison de sa 

nature corrélable. Un fort pic caractéristique apparaît dans la fonction de corrélation à la région des 

nanosecondes jusqu’aux microsecondes. Bien que l’effet de l’après-pulsation soit faible à 1ms, mais 

il interfère avec les vrais signaux qui représentent les processus dynamiques rapides comme la 

formation de l’état triplet ainsi qu’il perturbe l’estimation correcte de l’amplitude de la fonction de 

corrélation à petite échelle [207, 208].  

Afin d’éliminer l’effet de l’après-pulsation, le moyen le plus simple était d’utiliser deux 

détecteurs indépendants [208]. Dans le montage FCS, le signal de fluorescence est séparé en deux par 

un cube séparateur 50/50 (Chroma) avant d’être envoyé sur deux photodiodes à avalanche (APD). 

Par la suite, un calcul de corrélation croisée entre les sorties des APDs est réalisé ; une courbe de 

corrélation dépourvue de l’effet de l’après-pulsation est donc obtenue. Dans ce cas, la fonction de 

corrélation résultante est formellement similaire à la fonction d’autocorrélation sans perturbation. 

5.2.4.2  Corrélateur  

Les photodiodes à avalanche APD sont connectées à un corrélateur multi-canal (ALV-7004 / 

USB Multiple Tau corrélateur numérique, ALV-Laser GmbH, Langen, Allemagne) qui est relié à 

l’ordinateur via une carte d’acquisition LabView (National Instruments, Texas, États-Unis). Le 

corrélateur effectue directement un calcul de corrélation en incluant l’enregistrement de la trace 

d’intensité en fonction du temps, et la fonction de corrélation est ensuite présentée sur une échelle du 

temps logarithmique en une seule mesure [207]. Ce corrélateur a la capacité de mesurer les 

corrélations temporelles pour des délais allant d’une durée inférieure à la microseconde jusqu’à 

plusieurs minutes.   

Le dispositif FCS est équipé d’une platine de déplacement (x,y,z) actionnée par des calles 

piézo-électriques (PZ82E−200 × 200 × 20μm− Physike Instrument, Allemagne), reliée à un 

contrôleur (Digital PZT Controller E − 710, Physike Instrument, Allemagne) permettant par le bais 

d’une connexion IEEE le pilotage par ordinateur les déplacements des échantillons fixés sur la platine. 

À l’aide d’un programme en Labview, les images de l’échantillon sont réalisées à partir des signaux 

de fluorescence enregistrés par les APD en mode point par point. 

Une photographie du montage expérimental développé au laboratoire CSPBAT (université 

paris 13) est représentée sur la figure 5.8.  



96 

 

 

FIGURE. 5.8 – Photographie du dispositif expérimental. 

Le dispositif est monté sur une table anti vibration (S-2000 Stabilizer Vibration Isolators and 

Optical Table, Newport Corporation, USA).  

5.3  Caractérisation du montage de la spectroscopie de corrélation de fluorescence 

(FCS)  

Une étape essentielle avant toute mesure consiste à caractériser la réponse de l’appareil. Dans 

le cas du montage FCS, l’objectif était de calibrer le volume d’observation afin de caractériser les 

performances spatiales du microscope confocal par une détermination précise des dimensions axiale 

et latérale de ce volume qui présente sa résolution optique. Les techniques utilisées sont basées sur 

des études de ce volume en utilisant la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) et des 

mesures par imagerie confocale de la fonction d’étalement du point (PSF). Principalement, la FCS 

est une méthode basée sur l’analyse statistique des fluctuations locales des molécules fluorescentes 

et le volume effectif est quantifié par le temps de diffusion de la molécule fluorescente en traversant 

le volume déterminé par le faisceau laser et le système optique. Cependant, la PSF est une méthode 

basée sur l’imagerie optique, un simple balayage direct des microsphères fluorescentes par un 

faisceau laser suffit pour visualiser le volume effectif. 

La comparaison entre ces deux différentes méthodes de caractérisation du volume d’observation 

permet de déterminer la résolution ainsi que les principaux paramètres contribuant à l’amélioration 

globale du montage.  
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5.3.1  Détermination de la résolution optique du montage par la mesure de la PSF (Point Spread 

Function)  

Le paramètre le plus important caractérisant un système optique particulièrement le 

microscope confocal est la taille du volume d’observation. La méthode expérimentale est basée sur 

l’imagerie d’une bille fluorescente de dimension inférieure à la limite de diffraction, agissant comme 

une source ponctuelle pour déterminer le profil d’intensité de la PSF dans les directions latérale (xy) 

et axiale (z). 

Des microsphères en Latex fluorescentes de diamètre de 170 nm, de longueur d’onde 

d’excitation variable et d’indice de réfraction ns=1.6 ont été utilisées (Molecular Probes). Les 

microsphères en solution concentrée sont dans un premier temps diluées dans de l’eau pure, afin 

d’avoir une sphère par élément de volume de 1 μm3 (ceci permet d’avoir une sphère individuelle lors 

de l’imagerie). Par la suite cette solution est déposée sur une lamelle de microscope propre et séchée 

à labri de la lumière.  

Pour mesurer la PSF expérimentalement, la lamelle contenant les billes de Latex est placée 

sur un porte échantillon qui est fixé sur la platine piézo-électrique sur le microscope. Le 

positionnement des échantillons, sous le faisceau laser focalisé par l’objectif, est réalisé grâce à cette 

platine piézo-électrique dans les trois directions de l’espace. L’acquisition des images de fluorescence 

des billes est pilotée par le logiciel Labview qui commande le déplacement de la platine ainsi que 

l’acquisition des signaux de fluorescence détectés par les photodiodes. Les profils gaussiens latéral 

et axial sont obtenus par un balayage de la microsphère avec une intensité du laser d’excitation réglée 

à 50 μW, afin d’éviter le photoblanchiement de l’échantillon.   

La figure. 5.9 représente une image de la sphère fluorescente avec les profils axial et latéral 

en utilisant un laser d’excitation à 633 nm et un trou confocal de 50 µm de diamètre.  
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FIGURE. 5.9 – (a) Image par fluorescence d’une bille en Latex de 170 nm de diamètre, (b) les profils latéral et 

(c) axial normalisés de l’intensité de fluorescence sous une excitation à 633 nm. 

Avec le même principe, une deuxième caractérisation spatiale est effectuée à une longueur 

d’onde de λ=532 nm. Les profils de la PSF sont mesurés avec une puissance laser Pext=50 μW, et un 

trou confocal de 30 μm de diamètre.  

 

FIGURE. 5.10 – (a) Image de fluorescence d’une bille en Latex de 170 nm de diamètre, (b) les profils latéral 

et (c) axial normalisés de l’intensité de fluorescence avec une excitation à 532 nm. 
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La résolution optique est déterminée sur les profils de la PSF à la hauteur de 1 / e2 = 0,135 

(waist). Le volume effectif a une dimension latérale (xy), et une dimension axiale (z). Le volume 

effectif  est calculé par la formule suivante [209–211]:  

 3 2 2

eff xy zV     (5.2) 

TABLEAU. 5.1 – Les valeurs des résolutions latérale et axiale et le volume effectif pour les deux 

longueurs d’onde laser. 

Longueur d’onde Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm) Volume effectif Veff (fL) 

633nm 0.47 ± 0.02 1.47 ± 0.01 1.80 ± 0.16 

532nm 0.38 ± 0.01 1.31 ± 0.01 1.05 ± 0.06 

Le tableau. 5.1 montre les dimensions des waists latérales et axiales pour les deux dispositifs, 

en scannant une microsphère fluorescente dans les deux directions. L’avantage de cette méthode 

réside dans sa technique d’imagerie optique loin des statistiques et permet une visualisation directe 

du profil de la PSF du montage.  

5.3.2  Détermination de la résolution optique du montage par la technique FCS  

Il est possible de déterminer le volume effectif par la technique FCS en utilisant deux 

approches différentes [209]. La première approche nécessite de connaître le coefficient de diffusion 

du fluorophore ‘D’, elle repose sur le calcul des waists à partir du temps de diffusion ‘τD’ déterminé 

grâce à l’ajustement de la courbe de corrélation par la fonction suivante :  

 1
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 (5.3) 

avec 4xy DD  est le waist latéral et xy zs    le rapport des élongations radiale et axiale. 

La deuxième approche est basée sur la mesure de l’amplitude de corrélation en supposant que 

la concentration est connue. Le nombre de molécules peut être déterminé à G (τ=0), ainsi le volume 

effectif est calculé par l’amplitude de la fonction de corrélation à (τ=0), qui est inversement 

proportionnelle au nombre de molécules fluorescentes, en utilisant l’équation suivante :  

 

 
1

0
eff

A A

N
V

G N C N C
 


 (5.4) 

Où G (τ=0) est l’amplitude de corrélation à temps (τ=0), C représente la concentration de l’échantillon 

en unités molaires et 
23 16.022 10AN mol    est le nombre d’Avogadro.  
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5.3.2.1  Matière et méthode 

Pour les expériences de spectroscopie FCS décrites ci-après, deux types de fluorophores ont 

été utilisés, l’Alexa Fluor 647 (AF647) et l’Alexa Fluor 532 (AF532) de (Life technologies, France). 

La figure. 5.11 illustre les spectres d’absorption normalisés pour les deux fluorophores caractérisés 

par la spectroscopie UV-Visible. L’AF647 présente une absorbance maximale à 647 nm et AF532 à 

532 nm. 

 

FIGURE. 5.11 – Spectres d’absorption normalisés de a) l’Alexa 647 et b) l’Alexa 532 mesurés par 

spectroscopie UV-Visible. 

Une série de dilutions d’Alexa 647 a été réalisée. Initialement, la solution mère est préparée à 

1 μM et mesurée par le spectromètre d’absorption UV-Vis. Les autres concentrations (200 nM, 100 

nM, 50 nM, 20 nM et 10 nM) ont été ensuite diluées ultérieurement de la solution mère avec de l’eau 

pure.  

 

FIGURE. 5.12 – Spectres d’absorption des solutions de différentes concentrations d’Alexa 647 obtenus par la 

spectroscopie UV-Visible. 
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Les différentes solutions de l’Alexa 647 ont été caractérisées par la spectroscopie UV-visible 

comme le montre la figure 5.12. Il y’a une proportionnalité entre l’absorbance et la concentration, 

néanmoins à 50 nM (concentration très faible), le spectromètre est à la limite de la détection. Dans le 

but de déterminer la résolution du montage FCS, il est important d’utiliser une solution à une 

concentration suffisamment faible afin de ne pas détruire l’amplitude de la courbe de corrélation. De 

ce fait, la solution de 50 nM a été prise comme concentration de départ pour la nouvelle série de 

dilution afin de caractériser et vérifier la sensibilité de système FCS. 

5.3.2.2  Principe de mesure FCS 

Une goutte de 80 µL de solution fluorescente d’Alexa 647 est déposée sur une lamelle de 

microscope puis excitée par le faisceau laser. La figure 5.13 représente un exemple du signal de 

fluorescence enregistré par l’un des APDs avec une durée d’acquisition de 10 secondes. 

 

FIGURE. 5.13 – Enregistrement du signal de fluorescence de l’Alexa 647 en fonction du temps pour un seul 

détecteur. 

Les différentes courbes de corrélation pour les différentes concentrations sont reportées sur la 

figure 5.14. Chaque courbe G(τ) résulte de la moyenne de cinq acquisitions de dix (10) secondes. La 

puissance à l’entrée de l’objectif est la même que pour les différentes concentrations : 200µW. Les 

courbes de corrélation sont ajustées avec la formule standard de la fonction de corrélation (équation 

5.3).   

Pour l’ajustement de la courbe expérimentale avec le modèle théorique G(τ), deux paramètres 

sont fixés, le coefficient de diffusion de AF647, D =3.3 (10-6 cm2/s) et s=0.3, les paramètres libres 

sont le nombre de molécules N et le temps de diffusion τD. 
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FIGURE. 5.14 – Les courbes de corrélation de solutions de différentes concentrations d’Alexa 647. 

Le nombre moyen de molécules et le temps de diffusion ont été déterminés pour chaque 

concentration à partir de l’ajustement des courbes expérimentales par la fonction de corrélation. 

TABLEAU. 5.2 – Les valeurs du nombre de molécules fluorescentes détectées (N) et le temps de 

diffusion (τD) de l’Alexa 647. 

Concentration (nM) Nombre de molécules N Temps de diffusion τD (ms) 

5 6.3 ± 0.5 0.17 ± 0.01 

10 14.3 ± 0.4 0.16 ± 0.02 

20 22.6 ± 0.3 0.16 ± 0.01 

30 28.1 ± 0.2 0.18 ± 0.03 

40 46.8 ± 0.2 0.18 ± 0.02 

50 72.6 ± 0.3 0.18 ± 0.02 

 

D’après la figure. 5.14, l’amplitude des courbes de corrélation augmente quand la 

concentration des solutions d’Alexa 647 diminue, en effet le nombre moyen de molécules est 

inversement proportionnelle à l’amplitude de G(τ). Les valeurs de temps de diffusion sont 

comparables car ce temps ne dépend pas de la concentration mais de la nature de la molécule et les 

conditions expérimentales du montage. 

Le waist latéral est calculé à partir de la valeur moyenne du temps de diffusion. En utilisant les 

équations (5.3) et (5.1) nous déterminons le waist axial et le volume effectif. 
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TABLEAU. 5.3 – Les valeurs des waists latéral et axial et le volume effectif à partir des ajustements des 

courbes de corrélation. 

Méthode 
Coefficient de diffusion 

D (10-6cm2/s) 

Temps de diffusion 

τD (ms) 

Waist latéral 

ωxy(µm) 

Waist axial 

ωz(µm) 

Volume effectif 

Veff (fL) 

Ajustement 

FCS 
3.3 0.17 ± 0.02 0.47 ± 0.03 1.57 ± 0.10 1.93 ± 0.18 

 

Avec cette méthode, les dimensions latérale et axiale du volume effectif sont calculées à partir du 

temps de diffusion extrait par l’ajustement de la courbe de corrélation, en connaissant le coefficient 

de diffusion (D). L’avantage de cette méthode est que la concentration de l’échantillon n’a pas besoin 

d’être connue et que les dimensions du volume effectif peuvent être extraites d’un seul ensemble de 

mesures.  

Le volume effectif peut être aussi déterminé à partir des mesures du nombre de molécules 

d’Alexa 647 en supposant que les concentrations sont connues au préalable par l’utilisation de 

l’équation (5.4).  

 

FIGURE. 5.15 –  Le nombre de molécules déterminé par FCS en fonction de la concentration des solutions 

fluorescentes d’Alexa 647. 

Le volume effectif est déduit par la pente de l’ajustement linéaire (traits continus rouges) présentée 

dans la figure. 5.15. 

TABLEAU. 5.4 – La valeur du volume effectif à partir de l’amplitude des courbes de corrélation à (τ=0). 

Méthode Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm) Volume effectif Veff (fL) 

G (τ=0) Non difinit Non difinit 2.23 ± 0.20 
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La pente d’ajustement donne une dépendance presque linéaire entre le nombre de molécules et la 

concentration. Cette méthode est sujette à une grande propagation d’erreur due non seulement à des 

incertitudes des statistiques de la technique elle-même, mais aussi causée particulièrement par la 

méthode de préparation des échantillons.  

- Les mêmes procédures ont été suivies pour caractériser le dispositif à la longueur d’onde 

d’excitation laser 532 nm en utilisant, cette fois ci, différentes solutions d’Alexa 532. 

Le coefficient de diffusion de l’AF532 est D =3.96 (10-6 cm2/s) et s=0.3 sont des paramètres fixes, 

les paramètres libres qui pourront être déterminés sont le nombre de molécules N et le temps de 

diffusion τD. 

 

FIGURE. 5.16 – Les courbes de corrélation de solutions de différentes concentrations d’Alexa 532. 

TABLEAU. 5.5 – Les valeurs du nombre de molécules détectées (N) et les temps de diffusion (τD) de 

l’Alexa 532. 

Concentration (nM) Nombre de molécules N Temps de diffusion τD (ms) 

5 4.8 ± 1.2 0.10 ± 0.01 

10 9.6 ± 3.1 0.10 ± 0.01 

20 16.3 ± 2.9 0.11 ± 0.01 

30 21.6 ± 5.0 0.10 ± 0.02 

40 32.3 ± 4.6 0.10 ± 0.01 

50 48.3 ± 2.2 0.10 ± 0.02 
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 Détermination du volume effectif à partir du temps de diffusion extrait par l’ajustement de la 

courbe de corrélation en connaissant le coefficient de diffusion (D). 

 

TABLEAU. 5.6 – Les valeurs des waists latéral et axial et le volume effectif à partir de l’ajustement des 

courbes de corrélation. 

Méthode 
Coefficient de diffusion 

D (10-6cm2/s) 

Temps de diffusion 

τD (ms) 

Waist latéral 

ωxy(µm) 

Waist axial 

ωz(µm) 

Volume effectif 

Veff (fL) 

ajustement 

FCS 
3.96 0.10 ± 0.02 0.40 ± 0.04 1.33 ± 0.13 1.18 ± 0.20 

 

 Détermination du volume effectif à partir de l’amplitude des courbes de corrélation à (τ=0). 

 

FIGURE. 5.17 – Le nombre de molécules déterminé par FCS en fonction de la concentration des solutions 

fluorescentes d’Alexa 532. 

TABLEAU. 5.7 – La valeur du volume effectif à partir de l’amplitude des courbes de corrélation à (τ=0). 

Méthode Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm) Volume effectif Veff (fL) 

G (τ=0) Non difinit Non difinit 1.48 ± 0.30 

 

5.3.2.3  Comparaison entre les trois méthodes de détermination du volume effectif 

Les résultats des volumes effectifs obtenus avec différentes méthodes de caractérisation ont 

été comparés dans les deux dispositifs à longueur d’onde d’excitation laser λ=633 nm et λ=532 nm 

respectivement.  
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TABLEAU. 5.8 – Les dimensions du volume effectif obtenues par les trois méthodes de caractérisation 

de la résolution optique. 

Méthodes 
Volume effectif Veff (fL) 

PSF 

Volume effectif Veff (fL) 

Ajustement FCS 

Volume effectif Veff (fL) 

G(0)=N 

λ=633nm 1.80 ± 0.16 1.93 ± 0.18 2.23± 0.20 

λ=532nm 1.05 ± 0.06 1.18 ± 0.20 1.48 ± 0.30 

 

D’après le tableau. 5.8, les résultats de volumes effectifs déterminés par différentes méthodes 

de caractérisation sont comparables en prenant en compte les incertitudes. 

En ce qui concerne le protocole expérimental des expériences FCS, les deux méthodes les plus 

utilisées pour déterminer la résolution du montage sont celles basées sur les mesures d’imagerie 

confocale du volume effectif (PSF) avec des billes fluorescentes, cette technique donne une image 

directe du volume et les artefacts peuvent être directement identifiés. La deuxième méthode est celle 

où, le volume effectif est extrait d’un ajustement de la corrélation en connaissant le coefficient de 

diffusion du fluorophore. L’avantage de ces deux méthodes est celui de mesurer le volume effectif 

sans aucune considération des propriétés de l’échantillon, mais à part la prise en compte des 

paramètres expérimentaux du montage. Cependant, le volume effectif déterminé par la PSF est moins 

sujet aux incertitudes en le comparant au volume effectif extrait de l’ajustement de la courbe de 

corrélation. Car les valeurs du temps de diffusion de cette dernière dépendent fortement de la qualité 

de l’ajustement de la courbe de corrélation et ne peuvent être extraites qu’avec des incertitudes dues 

aux faibles ou médiocres statistiques. 

5.3.3  Aspects photophysiques des mesures de FCS : état triplet 

Généralement, l’intensité de fluorescence est supposée varier linéairement avec l’intensité 

d’excitation et les concentrations de fluorophores. Cependant, pour des intensités d’excitation plus 

élevées, pour lesquelles le taux d’excitation est du même ordre de grandeur que le taux de 

désexcitation de l’état singulet excité, la saturation de la fluorescence et d’autres phénomènes photo-

induits peuvent avoir lieu. Dans les mesures FCS, et en raison des intensités d’excitation élevées, les 

croisements inter-systèmes du premier état singulet excité à l’état triplet sont fréquemment observés 

[177, 212]. Cet effet engendre des fluctuations d’intensité de fluorescence accessibles aux détecteurs 

(APDs) qui se retrouvent superposées à celles liées à la diffusion des fluorophores dans le volume 

d’observation. Dans ce cas, la fonction de corrélation est donnée par :  

    .( ) D TG G G    (5.5) 
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ici, GD (τ) est le terme dû à la diffusion et GT (τ) est le terme relatif aux fluctuations d’intensité induites 

par le peuplement de l’état triplet (dépendant des propriétés photophysiques du fluorophore). 

Cependant ces fluctuations restent à des échelles de temps plus courtes que celle dues à la diffusion. 

Ainsi, le processus de corrélation permet de différencier de tels temps caractéristiques au niveau du 

corrélogrammes qui peut être ajusté par la fonction théorique dont l’équation est donnée comme suit 

[212]:  

   ( ) ( ). 1 expD TTG G n       (5.6) 

où, ‘nT’ et ‘τT’ sont respectivement l’amplitude moyenne et le temps de vie de l’état triplet des 

molécules fluorescentes.  

Les fonctions de corrélation de l’Alexa 647 en solution sont représentées dans la figure. 5.18 

(a) pour différentes puissances d’excitation laser. 

 

FIGURE. 5.18 – (a) La fonction de corrélation de l’Alexa 647 (50 nM) à différentes puissances d’excitation 

laser. (b) L’influence de la puissance sur le nombre moyen de molécules fluorescentes (N), (c) taux de 

comptage par molécule (CRM) en fonction de la puissance laser et (d) évolution du temps triplet en fonction 

de la puissance d’excitation. 
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Lorsque la puissance d’excitation augmente, les fonctions de corrélation ont des épaulements 

supplémentaires superposés sur la courbe dans la plage des temps courts. Cet épaulement correspond 

aux conversions des molécules fluorescentes vers l’état triplet non fluorescent. 

Ainsi, après avoir ajusté chaque corrélogramme, un tracé de l’évolution du nombre moyen de 

molécules fluorescentes de l’AF 647 dans le volume d’observation en fonction de la puissance est 

présenté dans la figure. 5.18 (b). Le nombre moyen de molécules (N) diminue avec l’augmentation 

de la puissance d’excitation laser. À forte puissance, les molécules fluorescentes passent à l’état noir 

(état triplet) et s’éteignent avant même d’avoir traversé entièrement le volume d’observation. De ce 

fait, la contribution des fluorophores diminue et provoque une sous-estimation du nombre de 

fluorophores (N) dans le volume effectif, car une molécule dans l’état triplet se trouve incapable 

d’émettre le photon de fluorescence pendant quelques microsecondes. C’est pourquoi le nombre de 

molécules fluorescentes (N) détectées dans le volume d’observation diminue avec l’augmentation de 

la puissance d’excitation.  

La figure 5.18 (c) présente le taux de comptage par molécule (CRM) en fonction de la 

puissance d’excitation, c’est-à-dire, le nombre de photons émis par molécule en une seconde. Pour 

des puissances d’excitation inférieures à 400 μW, l’approximation linéaire est suffisamment 

satisfaite. Au-delà de 400 µW pour des puissances d’excitation plus élevées, la courbe s’écarte du 

régime linéaire cela veut dire que les effets de la saturation du fluorophore deviennent évidents.  

Par ailleurs, le temps de vie de l’état triplet diminue lorsque la puissance d’excitation 

augmente. Les puissances d’excitation élevées rend le fluorophore vulnérable à perdre sa propriété 

d’émettre la fluorescence. Le passage dans l’état triplet fournit donc une voie majeure de destruction 

photo-induite ou photoblanchiment qui limite le nombre de cycles absorption-émission de 

fluorophore. 

En fait, chaque fluorophore possède des propriétés photophysiques qui lui sont propre. Alors, 

le choix de la puissance d’excitation du laser doit être adéquate, pas trop élevée de sorte que 

l’émission du fluorophore se situe dans sa plage linéaire, et pas trop faible afin d’optimiser le rapport 

signal sur bruit du système. 
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5.3.4  Les principaux paramètres influençant la résolution du montage FCS 

5.3.4.1  Effet de la taille du trou confocal sur la mesure de la PSF 

Afin d’illustrer l’effet de la taille du trou confocal sur la résolution du montage, différents 

diamètres ont été utilisés : 20 µm, 30 µm et 50 µm pour la mesure des profils de la PSF. Les résultats 

obtenus sont présentés dans la figure 5.19. 
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FIGURE. 5.19 – Profils de la PSF pour différents diamètres de trou confocal (20, 30 et 50 µm) mesurés sur des 

microsphères de 170 nm, avec une excitation λ=532 nm. Les valeurs expérimentales sont représentées par 

des cercles tandis que les ajustements gaussiens sont représentés par des lignes continues. 
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TABLEAU. 5.9 – Les valeurs des dimensions latérales et axiales des waists et les volumes effectifs 

obtenus pour les trois tailles de trou confocal.  

Diamètre du trou 

confocal (µm) 

Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm)   Volume effectif Veff (fL) 

20 0.29 ± 0.01 1.04 ± 0.01 0.49 ± 0.04 

30 0.38 ± 0.02 1.30 ± 0.01 1.05 ± 0.12 

50 0.47 ± 0.04 1.45 ± 0.01 1.78 ± 0.31 

 

Les profils de la PSF obtenus ci-dessus pour différentes tailles des trous confocaux gardent la même 

allure par contre les valeurs des waists latéraux et axiaux mesurés ainsi que les volumes effectifs 

augmentent avec l’augmentation de la taille du trou confocal comme le montre le tableau. 5.9.  

 En fait, la résolution élevée du microscope confocal par rapport à celle du microscope 

conventionnel est due principalement à l’intégration du trou confocal au plan conjugué de l’objectif 

de microscope, où seule la lumière provenant de ce plan est transmise et limite les autres plans non 

conjugués. Par conséquent, la taille du trou confocal joue un rôle primordial dans la détermination de 

la résolution ou le volume effectif. La résolution spatiale du montage est donnée par le volume de 

détection ou effectif qui est le résultat du produit de volume d’excitation, définit par l’intensité du 

faisceau gaussien focalisé au voisinage du foyer, et le volume de collection définit par l’image du 

trou confocal à travers le microscope. Donc, en faisant varier le diamètre de trou confocal nous 

varions le volume de collection ainsi le volume effectif, tandis que le volume d’excitation reste 

inchangé. En outre, lorsque on réduit la taille du trou confocal on réduit le volume de collection ce 

qui produit un volume effectif faible.  

 Donc, plus la taille du trou confocal est petite, plus le volume effectif sera faible, meilleure 

sera la résolution du microscope. Cependant au-delà d’une certaine limite le signal devient très faible 

ce qui implique un mauvais rapport signal sur bruit. 

5.3.4.2  Effet de la taille du faisceau gaussien sur la mesure de la PSF 

Afin d’étudier l’influence du taux de remplissage de la lentille arrière de l’objectif sur la 

résolution, différents β (taux de remplissage) ont été appliqués, β=1, β=0.75, β=0.5 et β=0.25. 

Expérimentalement, deux techniques sont utilisées pour modifier le remplissage de l’objectif, la 

première consiste à utiliser un télescope à focal variable (un système afocal constitué de deux lentilles, 

une lentille fixe et une lentille mobile) pour modifier le waist de faisceau gaussien [213].  
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La deuxième consiste à tronquer le faisceau d’excitation à l’aide d’un diaphragme de diamètre 

réglable placé devant l’objectif afin de couper le faisceau transversalement [214]. C’est la méthode 

que nous avons choisie et utilisée pour obtenir les résultats décrits ci-dessous. 

Le profil du faisceau gaussien (Figure. 5.20) a été mis en forme par un diaphragme de diamètre 

variable placé entre l’élargisseur de faisceau (télescope) et le miroir dichroïque de façon à ajuster 

l’illumination à l’entrée de l’objectif. Cette illumination est caractérisée par le facteur 
0W a  , 

avec ‘a’ le rayon de la lentille arrière de l’objectif et ‘W0’ est le waist du faisceau gaussien incident.  

 

FIGURE. 5.20 – Troncature transversale du faisceau gaussien par utilisation d’un diaphragme variable. a) un 

faisceau excitateur remplissant complètement l’arrière de l’objectif et b) un faisceau excitateur diaphragmé. 

Il est possible d’obtenir différentes valeurs du taux de remplissage du système en utilisant 

différentes ouvertures du diaphragme, avec un diamètre de deux, trois et quatre fois plus petit que 

celui de la lentille d’entrée de l’objectif. 

La figure 5.21 représente les profils de la PSF pour quatre valeurs différentes de β (β=1,   

β=0.75, β=0.5 et β=0.25).  
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FIGURE. 5.21 – Profils de la PSF en fonction du taux de remplissage de l’entrée de l’objectif de microscope, 

mesurés à λ=532 nm pour un trou confocal de 30µm de diamètre. Les croix representent les points 

experimentaux alors que les traits pleins les ajustements théoriques par une gaussienne. 
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Les profils de la PSF obtenus ci-dessus pour différents taux d’illumination gardent la même 

allure par contre les valeurs des waist latéraux et axiaux mesurés augmentent avec la réduction de 

rayon du diaphragme. Le fait de réduire le taux de remplissage, l’intensité d’illumination s’étend le 

long de l’axe optique en induisant un élargissement latéral et axial de la PSF, par conséquent une 

augmentation du volume effectif.  

TABLEAU. 5.10 – Les valeurs des dimensions latérales et axiales des waists et les volumes effectifs 

obtenus pour différents taux de remplissage.  

Taux de 

remplissage 'β' 

Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm)   Volume effectif Veff (fL) 

β=1 0.38 ± 0.01 1.30 ± 0.01 1.05 ± 0.06 

β=0.75 0.47 ± 0.04 1.46 ± 0.01 1.79 ± 0.31 

β=0.5 0.50 ± 0.07 1.57 ± 0.02 2.18 ± 0.63 

β=0.25 0.54 ± 0.09 1.76 ± 0.03 2.86 ± 0.96 

 

Le tableau. 5.10 montre la variation du volume effectif lorsque le remplissage de l’entrée de 

l’objectif est modifié. Lorsque on réduit latéralement le faisceau laser avec un sous remplissage 

β=0.25, 0.5, 0.75, les volumes effectifs sont excessivement larges.  En revanche, pour un remplissage 

total β=1, le volume effectif est trop étroit.  

Dans cette configuration, le rayon de l’ouverture est le paramètre qui contrôle la divergence 

du faisceau d’excitation, plus le rayon du diaphragme est petit, plus le faisceau est diffracté. Au niveau 

du plan focal, la distribution spatiale de l’intensité d’excitation n’est qu’une convolution entre le 

faisceau d’excitation et l’ouverture du diaphragme. Avec la troncature du faisceau gaussien par les 

faibles ouvertures du diaphragme, les effets de la diffraction sont de plus en plus forts. En limitant la 

largeur de faisceau d’excitation par un changement des bornes de la fonction de l’ouverture ceci 

produit un étalement dans la PSF. En effet, la TF d’une gaussienne étroite est une gaussienne large. 

Comme l’ouverture du diaphragme détermine l’angle du cône de la lumière rentrant dans l’objectif, 

plus l’angle du cône de lumière est petit, plus la proportion de lumière entrante est faible. Cet angle 

affecte directement l’ouverture numérique donc l’élargissement de la PSF ou la résolution. 

Pour illuminer efficacement l’échantillon, il est nécessaire d’utiliser un remplissage total de 

l’objectif de microscope afin d’assurer la focalisation parfaite avec une bonne résolution. En outre, 

ce paramètre est très important pour faire varier le volume confocal sans utiliser d’autres objectifs, 

avec des ouvertures numériques et des grossissements différents. Il est donc possible d’allonger et 

d’élargir le profil d’illumination au point focal de l’objectif en réduisant soit le rayon du faisceau 

gaussien ou le diamètre de l’ouverture de l’objectif.   
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5.3.4.3  Effet de la modification du profil gaussien d’intensité de l’excitation sur la mesure de 

la PSF 

Dans l’objectif de réduire la PSF d’excitation et améliorer la résolution, un dispositif 

expérimental avec un filtre spatial a été réalisé. Ce filtre spatial (un trou) est utilisé afin de produire 

une tache de diffraction, cette distribution d’intensité considérée comme un faisceau Bessel 

représentée sous forme d’un anneau le long de l’axe optique (figure. 5.22). Le diamètre du filtre 

spatial utilisé est de l’ordre de 50 µm. Ce choix a été fait de façon à générer un faisceau Bessel d’une 

intensité assez importante pour exciter les billes fluorescentes.   

 

FIGURE. 5.22 – Le faisceau gaussien est mis en forme par un filtre spatial. 

Le faisceau Bessel est ensuite élargi pour couvrir toute la lentille d’entrée de l’objectif de 

microscope. Afin de tester les performances de cette distribution, nous avons utilisé les billes 

fluorescentes de 170 nm de diamètre comme émetteurs ponctuels et enregistré leurs images et profils 

dans les deux directions latérale et axiale (illustrés dans la figure. 5.23). De plus, nous avons comparé 

les résultats obtenus avec ceux utilisant un profil d’excitation gaussien. 
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FIGURE. 5.23 – (a) Image par fluorescence d’une bille en Latex de 170 nm de diamètre, (b) les profils latéral 

et (c)  axial, normalisés de l’intensité de fluorescence sous une excitation à 532 nm. 

TABLEAU. 5.10 – Les valeurs des résolutions latérale et axiale ainsi que le volume effectif pour un 

faisceau Bessel.  

longueur d’onde Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm)   Volume effectif Veff (fL) 

532nm 0.32 ± 0.01 0.91 ± 0.01 0.52 ± 0.04 

 

Rappel : Les valeurs des résolutions latérale et axiale ainsi que le volume effectif pour un faisceau 

gaussien (TABLEAU. 5.1) 

longueur d’onde Waist latéral ωxy(µm) Waist axial ωz(µm)   Volume effectif Veff (fL) 

532nm 0.38 ± 0.01 1.31 ± 0.01 1.05 ± 0.06 

 

D’après les résultats représentés dans les tableaux au-dessus, les waists latéral et axial obtenus 

dans le cas d’une excitation Bessel sont clairement plus faibles que les waists conventionnels obtenus 

avec une excitation gaussienne. En utilisant ce dispositif, la résolution est nettement plus élevée. La 

PSF mesurée avec un faisceau Bessel a enregistré un gain latéral de 60 nm, cependant la PSF axiale 

a produit un gain en résolution de 400 nm par rapport à celle utilisant un faisceau gaussien.  
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Il est aussi intéressant de noter que le volume effectif relatif à cette distribution est deux fois plus 

petit par rapport au volume effectif obtenu avec le faisceau gaussien. 

Ce composant (filtre spatial) a agi sur la distribution spatiale de l’intensité du faisceau 

gaussien et produit ainsi un faisceau Bessel. Cette technique rentre dans l’approche de la mise en 

forme de la distribution spatiale d’intensité. Généralement, les faisceaux Bessel peuvent être générés 

soit par un axicon ou une ouverture circulaire [215]. Ces faisceaux font partie d’une catégorie de 

faisceaux qu’on appelle non diffractants, c’est-à-dire, leur distribution d’intensité n’a pas tendance à 

s’élargir en se propagent, mais elle reste plutôt invariante en taille et en profils [216, 217]. Par 

conséquent, plusieurs applications ont été adaptées à ce types de faisceaux notamment en microscopie 

afin de maintenir une bonne résolution [218, 219].  

Par ailleurs, en utilisant ce filtre spatial la puissance enregistrée à l’entrée de l’objectif de 

microscope ne dépasse pas les 50 µW, ce qui permet de caractériser la résolution du montage par une 

seule méthode, l’imagerie (PSF). La mesure FCS est dans ce cas impossible car les molécules 

fluorescentes à une concentration inférieure à 50 nM nécessitent des puissances d’excitation plus 

élevées.  

5.4  Etude des effets réfractifs en microscopie confocale de fluorescence 

L’impact des effets réfractifs sur le comportement de la PSF a été publié (article joint à la fin 

du chapitre). Des aberrations optiques principalement dues à une différence d’indice de réfraction 

dans le chemin optique du faisceau laser sont responsables de cette modification de la PSF. 

L’essentiel du travail démontré concerne l’évolution de la PSF à partir de la variation d’indice 

de réfraction sur l’étalement de la PSF. D’après la loi de Snell-Descartes, les angles de réfraction que 

font les rayons lumineux dans chacun des milieux avec l’axe optique dépendent principalement de la 

différence entre les indices de réfraction. Ceci signifie qu’en présence de l’inégalité entre ces indices 

de réfraction la PSF n’est plus la même, celle-ci varie suivant la variation des indices de réfraction 

entre les différents milieux et l’échantillon tout en engendrant des aberrations qui sont essentiellement 

responsables de la dégradation de la PSF.   

Dans ces expériences, une bille fluorescente d’indice de réfraction ns=1.6, déposée sur une 

lamelle de verre (n=1.51), a été utilisée. Ensuite, le système (substrat et bille) est entouré par différents 

milieux environnants (air, eau, huile) dont les indices de réfraction sont (1, 1.33 et 1.51) 

respectivement. Des mesures de la PSF du système (lamelle + bille + milieu environnant) ainsi qu’une 

modélisation numérique ont été effectuées pour chaque cas. Les calculs théoriques sont illustrés dans 

le chapitre 4, en utilisant les paramètres suivants : l’indice de réfraction de la bille, la longueur d’onde 



 

117 

 

d’excitation et les indices de réfraction des milieux environnants. Les mesures expérimentales de la 

PSF dans différents milieux ont été comparées avec les résultats du calcul théorique en utilisant les 

valeurs du système expérimental.   

Dans la figure.5.24, les volumes effectifs mesurés et simulés sont présentés en fonction de 

l’indice de réfraction du milieu environnant. Lorsque la différence d’indice entre la bille et le solvant 

est grande, le volume effectif est maximal. En revanche, lorsque nous utilisons l’huile qui a un indice 

de réfraction très proche de la bille, le volume effectif est minimal. Nous avons expliqué ces résultats 

expérimentaux à travers des simulations numériques basées sur le modèle de Gibson et Lanni. Les 

résultats de ces simulations permettent de bien interpréter les résultats expérimentaux et de démontrer 

l’influence des effets réfractifs sur le confinement du volume effectif dans la microscopie confocale.  

 

FIGURE. 5.24 – Résultats expérimentaux et de simulation du volume effectif d’une bille de Latex 0.17µm de 

diamètre en fonction de l’indice de réfraction du milieu environnant. 

Article du journal joint: Refractive effects of the Gaussian beam on the volume confinement for 

fluorescence correlation spectroscopy: Experimental and numerical study. 
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5.5  Conclusion  

Dans ce chapitre, nous avons décrit le principe de fonctionnement de la spectroscopie de 

corrélation de fluorescence (FCS). Nous avons démonté que le contrôle de la résolution optique ou le 

volume effectif du système est primordial, cette vérification est assurée lors de chaque manipulation. 

Les résultats ont prouvé que la configuration FCS construite dans notre plate-forme donne de bonnes 

performances avec une très bonne résolution optique.  

Les différentes propriétés optiques de notre montage ont été présentées par deux techniques 

de façon directe et indirecte ; la mesure directe (PSF) sur des billes fluorescentes et indirecte par la 

mesure statistique (FCS) sur des échantillons de solutions fluorescentes. Dans le chapitre suivant, 

l’intérêt de la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) pour l’étude des nanoparticules est 

mis en évidence. La pertinence d’un tel montage sera démontrée lors de l’étude des propriétés de 

l’interaction des nanoparticules d’or avec des molécules (thiophénol). 
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6. Chapitre 6 : Caractérisation des nanoparticules d’or par la spectroscopie de corrélation 

Chapitre 6 

 

Caractérisation des nanoparticules d’or par 

la spectroscopie de corrélation 
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6.1  Introduction  

Ce dernier chapitre expose les études expérimentales effectuées par la spectroscopie de 

corrélation afin de caractériser les nanoparticules d’or. Dans le chapitre précédent, la caractérisation 

et l’étude de la sensibilité de l’installation expérimentale ont été vérifiées en obtenant un volume 

confocal de l’ordre du (~fL). Cela a donc permis à la spectroscopie de corrélation d’être une technique 

de caractérisation à l’échelle moléculaire dotée d’une bonne résolution spatiale.   

En termes d’investigation et de compréhension des interactions molécules nanoparticules, la 

spectroscopie de corrélation s’avère un outil puissant pour cette étude. L’objectif de ce travail est de 

comprendre l’influence de la morphologie des nanoparticules d’or sur les interactions avec d’autres 

molécules. Par ailleurs, deux catégories de nanoparticules d’or de différentes formes et tailles ; les 

nano-oursins et les nano-sphères ont été fonctionnalisées par des molécules de thiophénol. Malgré la 

grande affinité entre les molécules de thiophénol et les surfaces d’or, aucune étude n’a été rapportée 

en évaluant l’influence de la morphologie (forme et taille) sur les propriétés de l’interaction molécule-

NPs d’or en utilisant la spectroscopie de corrélation.  

Les résultats de l’étude comparative de l’interaction thiophénol-nanoparticule ont été 

rapportés dans un article publié. Une copie de l’article se trouve à la fin de ce chapitre. 

6.2  Etude des nanoparticules par la spectroscopie de corrélation 

Ces dernières années ont vu d’énormes progrès dans le domaine des nanotechnologies. Une 

grande variété de NPs a été développée, avec des propriétés physicochimiques bien contrôlées 

incluant la taille, la forme, la charge, la composition chimique et la chimie de surface. Ces nano-

objets ont déjà trouvé leur place dans différentes applications. Cette révolution technologique 

nécessite des méthodes de caractérisation permettent d’évaluer directement les potentiels associés à 

cette nouvelle classe de matériaux qui doivent être soigneusement étudiés. 

Nous avons démontré précédemment que la spectroscopie de corrélation de fluorescence 

(FCS) est une technique basée sur l’enregistrement des fluctuations temporelles de fluorescence dans 

un volume confocal bien défini (autour du fL). Elle est utilisée pour étudier la diffusion moléculaire 

et les processus de réactions dans des solutions très diluées. Le temps de diffusion définit par la FCS 

est corrélé à la taille de l’espèce diffusante ainsi qu’aux conditions environnementales locales, donc 

cette technique s’avère très bien adaptée pour étudier les NPs.  
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Le potentiel de la technique FCS comme outil de caractérisation des NPs a été démontré 

précédemment dans plusieurs travaux de recherche. Une étude comparative a été réalisée par la FCS 

pour trois chimies de surface différentes afin d’optimiser les nanocristaux biocompatibles, en 

présentant leurs propriétés photophysiques, les rayons hydrodynamiques, les concentrations locales 

et les propriétés d’agrégations [220]. L’architecture interne des NPs fluorescentes a été élucidée, 

grâce à l’étude sur les coquilles de silice de différentes tailles, avec l’ajout d’une coquille de silice, 

les variations de tailles des NPs ont été observées [221]. Afin de prévoir les réponses physiologiques 

à l’exposition aux NPs, la variation des rayons hydrodynamiques de NPs a été étudiée dans différents 

milieux biologiques [222, 223]. À l’aide de la FCS, il est possible de : caractériser l’adsorption et la 

formation des protéines sur la surface des NPs [224, 225], définir les constantes d’affinité entre les 

protéines et les NPs [226, 227], déterminer l’effet de différents ligands sur la formation de la couronne 

protéique [228–230], étudier les arrangement et les orientations spécifiques de certaines protéines 

autour de la surface de NPs [231]. La FCS a été aussi utilisée dans l’étude de la dynamique 

intracellulaire des NPs d’or. Une estimation locale de la concentration de NPs ainsi qu’une mesure 

de rayons hydrodynamiques ont été effectuées dans l’environnement intracellulaire [232]. 

Cependant, les NPs en FCS doivent être préalablement marquées par un fluorophore afin de 

faciliter leur détection. Et cela risque de modifier leurs propriétés. Dans l’objectif de pallier cette 

limite, Medina et ses collègues [147] ont mis en œuvre, pour la première fois, une spectroscopie de 

corrélation basée sur l’enregistrement des fluctuations temporelles de la diffusion de Mie de NPs d’or 

sans marquage fluorescent [233]. En fait, quand la lumière visible interagit avec une NP, une forte 

diffusion a lieu avec des sections d’extinction plusieurs fois supérieures à celles des fluorophores. 

Récemment, cette technique basée sur la diffusion est largement utilisée pour l’étude des NPs d’or, 

connue sous le nom de la spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS, en anglais scattering 

correlation spectroscopy) [143, 233]. 

La SCS a été utilisée pour l’étude de l’adsorption de la protéine BSA (albumine de sérum bovin) sur 

les surfaces de NPs d’or. Une analyse des paramètres de diffusion avant et après l’adsorption des 

protéines a été rapportée. Des informations importantes ont été extraites sur les liaisons des protéines 

aux NPs avec l’augmentation du rayon hydrodynamique des NPs d’or correspond à la formation 

d’une monocouche de BSA sur la surface des NPs d’or [147]. Dernièrement, N. Djaker et al ont 

exploré cette technique afin de caractériser différentes formes de nanoparticules d’or (sphères et 

fleurs), avec différentes tailles (20-50 nm), différentes chimies de surface (nues, Polyéthylène glycol 

PEG) à très faibles concentrations (~ pM) et avec une très grande précision (~0,2 nm). Cette étude a 

mis l’accent sur les propriétés de la diffusion de chaque morphologie de nanoparticules dans la mesure 

de réussir leurs applications en nano-médecine [146]. 
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6.3  Matériels et méthodes 

Dans ces expériences, deux types de nanoparticules d’or NPs dans des solutions colloïdales 

ont été utilisées. Les nanoparticules d’or de forme sphériques (NPS) et les nanoparticules d’or de 

forme oursins (NPU) stabilisées au citrate ont été acquises chez Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Les 

NPS (753645, Sigma-Aldrich) et NPU (797723, Sigma-Aldrich) ont des diamètres de 50nm et 80nm 

respectivement. Le thiophénol (C6H5SH) comme molécule sonde a été acheté auprès de Sigma-

Aldrich (240249-50G, 99%) ainsi que l’eau Milli Q (18 M Ω, Millipore, France) et l’éthanol (C2H6O) 

pour la préparation des solutions et les rinçages.  

Les NPS et NPU ont été fonctionnalisées par le thiophénol. Le choix de thiophénol comme 

molécule sonde est essentiellement dû à sa grande affinité avec les surfaces d’or. Ainsi, cette molécule 

est généralement utilisée comme un système modèle en Raman à cause de sa grande efficacité SERS 

[234]. L’interaction entre les NPs d’or et le thiophénol est assurée par les liaisons covalentes entre les 

fonctions portées par les NPs d’or COOH et les fonctions SH portées par le thiol (figure. 6.1).   

Dans un premier temps, une solution mère de thiophénol (C6H5SH) est préparée dans 

l’éthanol. L’utilisation de l’éthanol comme solvant est principalement due à la faible solubilité de 

thiophénol dans l’eau.  

Ensuite, différentes concentrations de thiophénol ont été préparées par dilution de la solution mère 

dans l’eau. Les NPS et les NPU à la même concentration ont été incubés dans des solutions de 

thiophénol de différentes concentrations (100 nM, 1 μM, 10 μM, 100 μM, 1 mM, 10 mM, 100 mM, 

1 M). Cette expérience est réalisée à température ambiante et nécessite un temps de réaction de 24 h. 

Par la suite, les nanoparticules fonctionnalisées ont été purifiées par 2 cycles de centrifugation à 

10000 rpm pendant 10 min puis redispersées encore dans de l’eau ultra pure. Des suspensions 

colloïdales homogènes ont été obtenues dont la concentration est de 10 pM mesurée par la 

spectroscopie UV-visible.  

 

FIGURE. 6.1– Interaction covalente (S-Au) entre la surface de la nanoparticule d’or et le thiophénol. 

Les trois principales méthodes de caractérisation utilisées pour l’évaluation de l’interaction 

sont la spectroscopie UV-visible, la spectroscopie Raman exaltée de surface (SERS) et la 

spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS). 
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- La spectroscopie UV-visible  

Les spectres d’extinction des NPs fonctionnalisées à différentes concentrations allant de 

100nM à 1 M ont été enregistrés, en utilisant un spectrophotomètre (Kontron Instruments, Montigny 

le Bretonneux, France) dans la gamme spectrale de 400 à 800 nm avec une résolution de 1nm. 

- La spectroscopie SERS 

Pour mesurer les spectres Raman des NPs fonctionnalisées, le spectromètre Xplora ONE 

(HORIBA Scientific) est utilisé. La longueur d’onde d’excitation laser est de 660 nm avec une 

puissance d’excitation de 20 mW. Le spectre Raman des NPs fonctionnalisées est enregistré dans la 

gamme allant de 400 à 1800 cm-1 avec une résolution spectrale inférieure à 3 cm-1. Le temps 

d’acquisition pour chaque mesure est fixé à 60 secondes avec deux répétitions.  

- La spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS) 

La spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS) se base sur l’analyse des fluctuations 

d’intensité de diffusion des NPs fonctionnalisées à travers le volume défini par le microscope 

confocal. Le montage expérimental est basé sur un microscope inversé avec un objectif de microscope 

à immersion à eau d’ouverture numérique ON=1.2. Pour les mesures SCS, l’excitation est effectuée 

par un laser He-Ne fonctionnant à 633 nm. Un trou confocal de 50 μm est conjugué au plan focal de 

l’échantillon. La détection est réalisée par deux photodiodes à avalanche (PerkinElmer, Woodbridge, 

ON, Canada). Etant donné que la technique se base sur la diffusion, les filtres de fluorescence sont 

enlevés du dispositif en rajoutant des densités optiques devant les détecteurs afin d’éviter leur 

saturation. Les fluctuations d’intensité de diffusion ont été analysées en corrélant le signal de chaque 

photodiode avec un corrélateur (ALV-7004, ALV-Laser Vertriebsgesellschaft, Langen, Germany). 

Chaque mesure individuelle a été obtenue en faisant la moyenne de 5 enregistrements de 60s. Une 

fois le temps de diffusion est mesuré, les rayons hydrodynamiques des NPs fonctionnalisées à 

différentes concentrations sont calculés à l’aide de l’équation de Stokes-Einstein [146, 147]:  

  24
6

h D xy

kT
R  


  (6.1) 

où, Rh est le rayon hydrodynamique, k est la constante de Boltzmann, T est la température et η est la 

viscosité. Avec τD le temps de diffusion et xy  représente le waist latéral du volume effectif. 
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6.4  Résultat et discussions 

Les positions de la résonance des plasmons de surface localisés (LSPR) ont été mesurées à 

534 et 624 nm pour les NPS et NPU respectivement avant le greffage du thiophénol. Après, 

l’incubation des NPs dans le thiophénol, les spectres obtenus représentés dans la figure. 6.2 montrent 

un décalage de la position de résonance (LSPR) vers le rouge pour les NPS (figure. 6.2. (a)) et les 

NPU (figure. 6.2. (b)), ce qui confirme la formation de la couche de thiophénol. Le déplacement de 

la résonance des plasmons de surface des NPs a été estimé pour chaque concentration de thiophénol 

(voir le tableau 6.1). Dans le cas où la concentration de thiophénol est de 1mM, les LSPR des NPS 

présentent un décalage de 534 à 536 nm, tandis que les LSPR des NPU présentent un décalage de 624 

à 630 nm. Lorsque la concentration de thiophénol augmente à 1 M, les NPS présentent un LSPR à 

537 nm (pas de décalage), tandis que les NPU présentent un LSPR à 638 nm (décalage de 8 nm). 

Donc, les LSPR des NPS à 1mM et 1M de thiophénol ne subissent aucun décalage ce qui explique 

que la saturation de la surface des NPS a lieu à 1mM de thiophénol. En revanche, les NPU subissent 

un décalage des LSPR qui sont de plus en plus visibles avec l’augmentation de la concentration 

confirmant ainsi la continuation de greffage de thiophénol jusqu’à la saturation de la surface. 

 

FIGURE. 6.2 – (a) Spectres d’extinction du NPS et (b) NPU après incubation dans des solutions de thiophénol 

à différentes concentrations (100 nM-1 M). 

TABLEAU. 6.1 – Les valeurs des LSPR pour les NPs d’or sphériques (NPS) et oursins (NPU) 

fonctionnalisées à différentes concentrations de thiophénol. 

C/ Thiophenol 0nM 100nM 1μM 10μM 100μM 1mM 10mM 100mM 1M 

LSPR (NPS) nm 534 535 535 535 535 536 536 537 537 

LSPR (NPU) nm 624 624 624 625 627 630 633 635 638 
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Par ailleurs, les courbes de corrélation ont été enregistrées pour les NPS (figure. 6.3) et les 

NPU (figure. 6.4) fonctionnalisées à différentes concentrations de thiophénol en faisant la moyenne 

de 5 passages de 60s.  

 

FIGURE. 6. 3 – Les courbes SCS (cercles) et leurs ajustement  correspondant (lignes pleines) pour les  NPS 

incubées à différentes concentrations de solution de thiophénol. 

 

FIGURE. 6.4 – Les courbes SCS (cercles) et leurs ajustement correspondant (lignes pleines) pour les  NPU 

incubées à différentes concentrations de solution de thiophénol. 
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Les temps de diffusion (τD) ont été déterminés pour les NPS et les NPU incubées dans 

différentes concentration de thiophénol par l’ajustement des courbes de corrélation. Ensuite, les 

rayons hydrodynamiques (Rh) ont été calculés pour les NPS et les NPU fonctionnalisées à différentes 

concentrations en utilisant l’équation (6.1). Les résultats sont représentés dans (tableau. 6.2). 

TABLEAU. 6.2 – Les valeurs des rayons hydrodynamiques pour les NPs d’or sphériques (NPS) et 

oursins (NPU) fonctionnalisées à différentes concentrations de thiophénol. 

Concentration 

de thiophenol 

Les NPs d’or sphériques (NPS) Les NPs d’or oursins (NPU) 

τD (ms) Rh (nm ± 0.2) τD (ms) Rh (nm ± 0.2) 

0nM 6.62 ± 0.04 25.6  10.22 ± 0.08 39.4  

100nM 6.65 ± 0.09 25.7  10.20 ± 0.08 39.4 

1μM 6.64 ± 0.05 25.6 10.25 ± 0.08 39.5 

10μM 6.69 ± 0.04 25.8 10.30 ± 0.09 39.7 

100μM 6.76 ± 0.09 26.1 10.45 ± 0.08 40.3 

1mM 6.78 ± 0.07 26.2 10.58 ± 0.08 40.9 

10mM 6.76 ± 0.09 26.1 10.60 ± 0.10 40.9 

100mM 6.77 ± 0.09 26.1 10.78 ± 0.08 41.6 

1M 6.77 ± 0.08 26.1 11.75 ± 0.10 45.3 

Les rayons hydrodynamiques ont été calculés à (25.6 ± 0.2) nm et (39.4 ± 0.2) nm pour les 

NPS et NPU respectivement avant le greffage de thiophénol. Après, l’incubation des NPs dans le 

thiophénol, les rayons hydrodynamiques augmentent ce qui confirme la formation de la couche de 

thiophénol sur les surfaces des NPs. À une concentration de thiophénol de 1 mM, les NPS présentent 

un rayon hydrodynamique de (26.2 ± 0.2) nm, tandis que les NPU présentent un rayon 

hydrodynamique de (40.9 ± 0.2) nm. Lorsque la concentration de thiophénol augmente à 1M, les NPS 

présentent un rayon hydrodynamique de (26.1 ± 0.2) nm (pas de changement), tandis que les NPU 

présentent un rayon hydrodynamique de (45.3 ± 0.2) nm. En fait, les rayons hydrodynamiques des 

NPS à 1 mM et à 1 M de thiophénol ne subissent aucune variation ce qui indique que la saturation de 

la surface a eu lieu à 1 mM. Cependant, dans le cas des NPU, le rayon hydrodynamique augment en 

fonction de la concentration du thiophénol jusqu’à la saturation de la surface à 1 M. 
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L’intérêt principal de ce travail réalisé dans le cadre de cette thèse concerne l’étude de 

l’influence de la morphologie (taille et forme) des NPs d’or sur les propriétés de l’interaction 

molécules-NPs par la spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS). En comparant les NPs 

sphériques et oursins, nous avons démontré que l’interaction thiophénol-NP d’or dépend fortement 

de la morphologie des NPs. Nous avons observé que pour les oursins, le thiophénol est d’abord greffé 

sur le noyau avec une concentration de saturation d’environ 10-3 M comme observé pour les sphères. 

Par la suite, la saturation des branches se produit à une concentration plus élevée en thiophénol (~ 1 

M). Nous avons démontré pour la première fois que les nano-oursins sont fonctionnalisés en deux 

étapes. 

Une étude en parallèle a été réalisée en illustrant l’influence de la morphologie sur l’affinité 

et la coopérativité de liaison AU-S. De ce fait, un ajustement des rayons hydrodynamiques des NPs 

d’or sphériques et oursins a été effectué par l’équation de Hill. Nous avons illustré que les nano-

oursins d’or avaient une meilleure affinité à la molécule de thiophenol en comparaison aux nano-

sphères d’or. De plus, nous avons confirmé nos résultats expérimentaux par un calcul théorique, en 

constatant que la surface des NPs oursins est plus grande que celle des NPs sphériques. En outre, la 

caractérisation est complétée par la spectroscopie vibrationnelle résultante de l’exaltation de la 

diffusion Raman SERS de la molécule de thiophenol déposée sur la surface de NPs d’or. Dans le cas 

des NPs oursins, nous avons observé que l’exaltation du signal SERS est plus importante que celle 

des NPs sphériques.  

6.5  Conclusion  

Dans ce dernier chapitre, nous avons montré la puissance de la spectroscopie de corrélation 

dans le cadre de l’étude des échantillons sans marquage fluorescent. Nous avons déjà démontré les 

performances de la spectroscopie de corrélation en terme de résolution ainsi qu’en terme de 

sensibilité. 

Nous avons mis en application la spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS) pour l’étude 

des NPs d’or. Grâce à la SCS, les rayons hydrodynamiques des NPs ont été déterminés avec une 

grande précision avant et après interaction avec des molécules sondes (thiophénol). L’étude réalisée 

a démontré, pour la première fois, la grande influence de la morphologie des NPs d’or sur les 

propriétés de l’interaction molécule-NP, et cela en mettant l’accent sur l’affinité et la coopérativité 

de la liaison entre molécule-NP d’or.  

Article du journal joint: Scattering Correlation Spectroscopy and Raman Spectroscopy of 

Thiophenol on Gold Nanoparticles: Comparative Study between Nanospheres and Nanourchins. 



136 

 

 



 

137 

 

 



138 

 

 



 

139 

 

 



140 

 

 



 

141 

 

 



142 

 

 



 

143 

 

 



144 

 

 



 

145 

 

Conclusion générale 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont touché différents domaines de l’optique : 

la physique des lasers, l’imagerie par microscopie confocale et la spectroscopie de corrélation dans 

le cadre de la caractérisation des nano-objets. 

Dans un premier temps, une étude bibliographique a été présentée sur les faisceaux lasers ainsi 

que sur les méthodes de focalisation responsables de la modification de la résolution en microscope 

optique. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés en particulier au microscope confocal illuminé 

par un faisceau gaussien. Par le biais de la modélisation de la fonction d’étalement du point (PSF), la 

réponse impulsionnelle du dispositif d’excitation et de collection a été étudiée sous environnement 

Matlab. Une caractérisation complète a été effectuée au plan focal via la simulation numérique de la 

PSF selon différents paramètres optiques (la longueur d’onde d’excitation, l’ouverture numérique et 

le taux de remplissage de la lentille arrière de l’objectif de microscope). Par ailleurs, nous avons 

développé une approche basée sur le modèle de Gibson et Lanni pour l’étude des aberrations optiques 

produites par les effets réfractifs. Nous avons démontré que plus la variation d’indice de réfraction 

est élevée plus la PSF est étalée. De ce fait, la résolution du microscope confocal se détériore 

progressivement.  

Par la suite, nous avons proposé une approche théorique des interférences des modes lasers 

dans l’objectif de développer un calcul permettant d’exprimer par l’interférence de deux faisceaux 

gaussiens une résolution aussi élevée qu’un seul faisceau gaussien. Deux paramètres ont été traités 

en parallèle. Dans le cas d’une présence d’un décalage entre les rayons de courbures des deux 

faisceaux gaussiens interférés, une mise en forme du faisceau (la forme à sommet plat, la forme d’un 

chapeau, la forme d’un creux) est obtenue au plan focal d’un système optique. Dans le cas d’une 

présence d’un déphasage entre les phases de Gouy des deux faisceaux gaussiens interférés, une 

augmentation de la résolution optique d’un facteur allant jusqu’à 39% est atteinte.  

La caractérisation expérimentale de cette résolution optique a été réalisée par une technique 

de spectroscopie très sensible, la spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS). Cette dernière 

est basée sur l’analyse des fluctuations du signal de fluorescence émis par les molécules fluorescentes 

qui se déplacent dans un volume d’observation défini par le faisceau gaussien et le microscope 

confocal. Grâce à la FCS, des mesures à des échelles spatio-temporelles très faibles peuvent être 

réalisées, afin d’extraire différentes informations telles que la concentration, le temps de diffusion 

ainsi que le rayon hydrodynamique des molécules ou particules analysées. Dans notre travail, l’accent 

a été mis plus particulièrement sur la mise en place de la plateforme optique de spectroscopie de 

corrélation de fluorescence et la caractérisation spatiale du volume d’observation de notre dispositif 

expérimental. Afin d’obtenir une meilleure fonction de ce dernier, différentes méthodes de 
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caractérisation du système confocal ont été exploitées en utilisant la corrélation du signal de 

molécules fluorescentes ainsi que la mesure de la PSF par l’imagerie directe des billes fluorescentes. 

Plusieurs conditions expérimentales et leur influence sur les propriétés de la résolution spatiale du 

dispositif ont été analysées en nous permettant de comprendre et d’évaluer la précision et les 

exigences de la spectroscopie de corrélation.  

Le travail expérimental sur la spectroscopie de corrélation a été appliqué dans le cadre de 

l’étude de l’interaction des molécules (thiophénol) avec des nanoparticules d’or. La dernière partie 

de nos travaux décrit l’apport de la spectroscopie de corrélation à la compréhension de l’influence de 

la morphologie des NPs (forme et taille) sur l’interaction molécules-NPs. Les expériences de 

spectroscopie de corrélation de diffusion (SCS) ont été réalisées sur deux types de NPs d’or 

(sphérique et oursins). La mesure des fluctuations temporelles du signal de diffusion a permis 

d’obtenir le temps de diffusion de NPs incubées dans des solutions de différentes concentrations de 

thiophenol. La mesure du temps de diffusion a permis de déduire les rayons hydrodynamiques des 

NPs de différentes morphologies à différentes concentrations de thiophenol. En utilisant cette 

méthode, nous avons évalué la dynamique de l’interaction entre le thiophénol et les NPs d’or en 

fonction de leurs différentes morphologies. Ces études ont permis surtout d’évaluer le rapport de 

surface entre des NPs sphériques et de forme complexe dans le cadre de la nanovectorisation. 

Nombreuses sont les perspectives qui peuvent enrichir ce travail de recherche, que ce soit par 

des améliorations numériques ou des applications nanotechnologiques. Dans l’objectif de construire 

un outil simple de caractérisation qui permettra d’obtenir de grandes résolutions, il serait intéressant 

d’utiliser la technique d’interférence pour générer des faisceaux de différentes tailles et formes. Cette 

perspective pourrait mettre en évidence la microscopie confocale associée à la spectroscopie de 

corrélation afin de l’adaptée aux variations des applications. 

Dans le futur, nous espérons exploiter le même principe de corrélation pour développer la 

spectroscopie de corrélation de la diffusion Raman exaltée en surface (SERS-CS). Cette technique 

permettra la caractérisation de l’émission radiative Raman des molécules (proches ou adsorbées sur 

les NPs) en fonction de la nature, de la taille et de la morphologie des nanostructures métalliques. 

L’intérêt principal de la technique sera à la fois l’identification chimique à travers l’analyse des 

bandes Raman de molécules interagissant avec les NPs et, au même temps, l’analyse dynamique des 

fluctuations des NPs déterminera le comportement de diffusion des particules analysées. Cette 

corrélation permettra notamment d’appréhender la dynamique de vibrations du champ proche optique 

associé aux résonances plasmoniques. Bien entendu, il reste aux chercheurs un travail important au 

niveau des applications de ce montage qui permet d’étudier des processus auxquels aucun autre 

dispositif d’imagerie ne leur donne accès. 
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Résumé 

La spectroscopie de corrélation est une méthode d’analyse des fluctuations de l’intensité d’un signal 

émis par les molécules ou particules d’intérêt à partir d’un volume de l’ordre de (~fL). Ce volume est 

défini principalement par le faisceau laser d’excitation et le système optique de collection résultant 

de la microscopie confocale. La courbe de corrélation est directement liée au rayon hydrodynamique 

des molécules ou particules étudiées, à leur coefficient de diffusion et à leur concentration. Par 

conséquent, tout phénomène modifiant le comportement en nombre ou en temps de diffusion de ces 

molécules ou particules provoque un changement dans la dépendance temporelle des fluctuations 

d’intensité. Le travail de cette thèse concerne la réalisation d’une spectroscopie de corrélation, sa 

caractérisation dans le domaine spatial et spectral ainsi que sa mise en application. Les propriétés 

optiques de cette technique et ses performances en matière de résolution ont été révélées par des 

études numériques sous environnement Matlab et par des mesures expérimentales. En outre, les 

recherches menées sur les nanoparticules d’or ont démontré les potentialités de cet outil en 

nanotechnologie. 

Mots-clés : Faisceau gaussien, interférences des faisceaux lasers, spectroscopie de corrélation, 

microscopie confocale, fonction d’étalement du point (PSF), volume effectif, effets réfractifs, les 

nanoparticules d’or. 

 Abstract 

Correlation spectroscopy is a method of analyzing fluctuations in the intensity of a signal emitted by 

molecules or particles under investigation from a volume of the order of (~ fL). This volume is defined 

mainly by a laser beam excitation and the collecting optical system resulting from confocal 

microscopy. The correlation curve is directly related to the hydrodynamic radius of the studied 

molecules or particles, to their diffusion coefficient, and to their concentration. Consequently, any 

phenomenon modifying the behavior in number or diffusion time of these molecules or particles 

causes a change in the temporal dependence of intensity fluctuations. This thesis deals with the 

realization of a correlation spectroscopy, its characterization in the spatial and spectral domain as well 

as its use. The optical properties of this technique and its resolution performance have been revealed 

by numerical studies under Matlab environment and by experimental measurements. In addition, 

research on gold nanoparticles has shown the potential of this tool in nanotechnology. 

Keywords: Gaussian beam, laser beams interference, correlation spectroscopy, confocal 

microscopy, point spread function (PSF), effective volume, refractive effects, gold nanoparticles. 


