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Microscope optique avec résonateur.

@ Un microscope optique (200) comporte un dispositif
optique comportant un objectif de microscope (205) diri-
geant la lumiére d’éclairement sur un échantillon (233), et
un résonateur (212) placé entre le dispositif optique et
échantillon, I'objectif de microscope (205) étant configuré
pour diriger la lumiere d’éclairement sur le résonateur (212)
de maniere que la lumiere d’éclairement excite de fagon ré-
sonante au moins un mode dans une couche de guide
d’'onde du résonateur et éclaire I'échantillon par une onde
évanescente exaltée, le dispositif optique étant agencé pour
collecter une lumiére sortante du résonateur et diriger la lu-
miere sortante depuis ledit résonateur (212) vers le détec-
teur optique pour y former une image de |'échantillon, la
lumiere sortante comportant une lumiere diffusée (204) par
léchantillon et une portion réfléchie (215) de la lumiére
d’éclairement qui peuvent étre filirées afin d'améliorer le
rapport signal sur bruit.
Figure pour 'abrégé : Fig. 3
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Description

Titre de l'invention : Microscope optique avec résonateur

Domaine technique

L’invention se rapporte au domaine de la microscopie optique.

En particulier, I’invention se rapporte au domaine de la détection et de la caracté-
risation de nanoparticules par microscopie optique. L’ invention peut étre utilisée pour
la détection d’objets de dimension caractéristique allant de 1 a 100 nm. De tels objets
incluent des nanoparticules métalliques, des polluants nanométriques et d’autres objets
d’intérét biologique, tels des protéines ou des peptides.

Arriere-plan technologique

Un moyen de détecter des nanoparticules consiste a mettre un ceuvre un marquage
desdites particules, par exemple un marquage fluorescent. Cependant, une telle
méthode atteint rapidement ses limites car 1’effet du marquage fluorescent est limité
dans le temps, restreignant ainsi la durée des observations. La qualité de la détection
est également affectée. En effet, la résolution temporelle des images est limitée. De
plus, les fluorophores se dégradent rapidement dans le temps. Enfin, cette technique est
difficile a mettre en ceuvre, car le marquage fluorescent requiert d’importants pré-
paratifs en amont.

Différentes techniques de microscopie optique permettent de détecter des nano-
particules par diffusion élastique sans avoir recours a un marquage préalable,
notamment des techniques de champ sombre ou des techniques interférométriques.
Parmi ces dernieres, les plus courantes sont les techniques iSCAT (interferential
scattering), COBRI (coherent bright field), IRIS (interferometric reflectance imaging
sensor). Elles permettent de voir couramment des particules de 10 nm, voire moins.

Une problématique centrale des techniques interférométriques et des techniques de
champ sombre est celle du rapport signal sur bruit. En effet, leur objectif est de
détecter un signal d’intérét, qui est une lumiere diffusée de facon élastique par une na-
noparticule. Cependant, différents types de bruits affectent la détection du signal
d’intérét.

En effet, il existe de nombreux bruits techniques liés aux fluctuations du systeme de
mesure. Par ailleurs, une source lumineuse incidente utilisée dans un microscope est
soumise a des fluctuations d’intensité appelées bruit de photon qui sont intrinseques au
processus physique. En outre, la diffusion du faisceau d'éclairement est a 1’origine
d’une figure d’interférence al€atoire appelée bruit de speckle.

La demande de brevet WO 2018/011591 divulgue un microscope interférométrique

de type iSCAT dans lequel un filtre spatial permet d’atténuer le faisceau d’illumination
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pour obtenir une augmentation du contraste de 1'image.
Résumé

Un objectif a la base de I’invention est de fournir un microscope optique permettant
d’améliorer un rapport signal sur bruit pour une détection individuelle de nano-
particules sans marquage.

Selon un mode de réalisation, I’invention fournit un microscope optique
comprenant :

- une source lumineuse émettant une lumiere d’éclairement,

- un détecteur optique,

- un dispositif optique comportant un objectif de microscope, le dispositif optique
recevant la lumiere d’éclairement pour diriger la lumiere d’éclairement sur un
échantillon ,

- un résonateur placé entre le dispositif optique et 1’échantillon, le résonateur
comportant, successivement dans une direction d’un axe optique de 1’objectif de mi-
croscope, au moins une premiere couche présentant un premier indice optique, au
moins une couche d’espacement présentant un deuxieme indice optique et au moins
une couche de guide d’onde présentant un troisicme indice optique, le deuxieme indice
optique étant inférieur au premier indice optique et au troisi¢me indice optique, le ré-
sonateur présentant une surface de support opposée au dispositif optique et destinée a
recevoir 1’échantillon,

l'objectif de microscope étant configuré pour diriger la lumiere d’éclairement sur le
résonateur avec un angle d’incidence supérieur a un angle critique d’une interface entre
la premiere couche et la couche d’espacement, de manicre que la lumiere
d’éclairement excite de fagon résonante au moins un mode dans la couche de guide
d’onde et éclaire 1'échantillon par une onde évanescente exaltée,

le dispositif optique étant agencé pour collecter une lumicre sortante du résonateur et
diriger la lumicre sortante depuis ledit résonateur vers le détecteur optique pour former
une image de 1'échantillon sur le détecteur optique,

la lumiere sortante comportant une lumiere diffusée par 1’échantillon et une portion
réfléchie de la lumiere d’éclairement.

Grace a ces caractéristiques, plusieurs avantages techniques sont obtenus :

1) exalter I'intensité d’éclairement de I’échantillon grice a I'excitation résonante du
guide d'onde et ainsi exalter la quantité de lumicre diffusée par les particules contenues
dans I’échantillon. En effet, I'excitation résonante d'un ou plusieurs modes crée une ac-
cumulation d'énergie dans le résonateur, ce qui conduit a une exaltation du champ dans
le résonateur ainsi que dans son voisinage.

i1) exalter la section efficace de diffusion des particules,

ii1) Créer une intensité d'éclairement par onde €évanescente qui est confinée au
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voisinage de l'interface entre le résonateur et 1’échantillon et uniforme dans un plan
parallele a cette interface.

iv) Concentrer la lumiere diffusée par I’échantillon dans un tres faible angle solide.

Ces effets permettent d’améliorer le rapport signal sur bruit.

Selon des modes de réalisation, un tel microscope optique peut comporter une ou
plusieurs des caractéristiques suivantes.

Selon un mode de réalisation, le dispositif optique comporte un filtre d’amplitude
disposé entre I’objectif de microscope et le détecteur optique, par exemple dans le plan
de Fourier de I'objectif de microscope ou dans un plan image de ce plan, et configuré
pour appliquer une premicre atténuation sélective a la portion réfléchie de la lumiere
d’éclairement.

Ainsi, la lumiere diffusée représente une proportion plus importante de 1’intensité de
la lumiere sortante détectée par le détecteur optique. En d’autre termes, un tel filtrage
augmente le rapport entre 1’amplitude du champ diffusé et I’amplitude du champ
réfléchi.

Différentes techniques sont disponibles pour réaliser un tel filtre d’amplitude, par
exemple un dépdt de couche mince, notamment un dépot de couche mince métallique.
L’atténuation appliquée par le filtre d’amplitude peut €tre caractérisée par un co-
efficient de transmission d’intensité. Selon un mode de réalisation, le coefficient de
transmission d’intensité associ€ a la premiere atténuation est compris entre 10! a 10°,
préférentiellement entre 102 et 3.10+. Par exemple un coefficient de transmission
d’intensité proche de 10- est approprié pour utiliser en tant que détecteur une caméra
avec une capacité de puit de 10k électrons, ce qui est courant.

Selon un mode de réalisation, le coefficient de transmission d’intensité associé a la
premiere atténuation est inférieur a 10-°. En s’assurant ainsi que la transmission du
champ réfléchi est sensiblement nulle, on obtient une configuration de champ sombre.

Selon un mode de réalisation, la lumiere diffusée par I’échantillon est constituée
d’une premiere portion de lumicre diffusée provenant du ou des modes excités de
facon résonante et d’une deuxi¢me portion de lumiere diffusée, le filtre d’amplitude
étant en outre configuré pour appliquer une deuxi¢me atténuation sélective a la
deuxieme portion de lumiere diffusée. Un tel filtre d’amplitude permet de sélectionner
la lumiere diffusée autour d'un angle particulier correspondant aux fuites radiatives du
ou des modes guidés par atténuation du reste de la lumiere diffusée. Ainsi, le champ
diffusé via les modes guidé€s n'est pas atténué et est transmis au détecteur optique. Un
tel filtre d’amplitude peut étre utilisé dans une configuration de champ sombre ou dans
une configuration interférométrique a champ clair.

Selon un mode de réalisation, le coefficient de transmission d’intensité associé a la

deuxieme atténuation est compris entre 101 a 10°.
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Selon un mode de réalisation, le coefficient de transmission d’intensité associé a la
deuxieme atténuation est inférieur a 10-.

Selon un mode de réalisation en configuration de champ sombre, le coefficient de
transmission d’intensité associé a la premicre atténuation et le coefficient de
transmission d’intensité associé a la deuxiéme atténuation sont inférieurs a 10-¢. Ainsi,
le filtre d’amplitude est configuré pour appliquer une atténuation totale au champ
réfléchi et au champ diffusé par 1’échantillon excepté autour d'un angle particulier cor-
respondant aux fuites radiatives du ou des modes guidés.

Selon un mode de réalisation en configuration interférentielle, le filtre d’amplitude
est configuré pour appliquer une premicre atténuation sélective a la portion réfléchie de
la lumiere d’éclairement et une deuxi¢me atténuation sélective a la deuxi¢me portion
de lumiere diffusée. De préférence dans ce cas, le coefficient de transmission
d’intensité associé a la premicre atténuation est supérieur au coefficient de
transmission d’intensité associ€ a la deuxieme atténuation. Par exemple, le coefficient
de transmission d’intensité associé a la premiere atténuation est compris entre 10! et
10%et le coefficient de transmission d’intensité associé a la deuxiéme atténuation est
compris entre 10! et 10°.

Selon un mode de réalisation, le dispositif optique comporte deux lentilles
convergentes agencées pour imager un plan de Fourier de 1’objectif de microscope sur
ledit filtre d’amplitude.

Ainsi, le filtre d’amplitude peut atténuer la portion réfléchie du second faisceau
lumineux, une position de ladite portion réfléchie du second faisceau lumineux étant
connue dans le plan de Fourier.

Selon un mode de réalisation, la lumiére d’éclairement est un faisceau lumineux,
notamment un faisceau laser.

Ainsi, la lumiere d’éclairement est cohérente et peut €tre monochromatique.

Selon un mode de réalisation, la lumiere d’éclairement est monochromatique et
présente une longueur d’onde comprise entre 400 nanometres et 1300 nanometres, de
préférence entre 450 et 532 nanometres.

Selon un mode de réalisation, le résonateur comprend en outre au moins un miroir
partiellement réfléchissant.

Selon un mode de réalisation, le miroir est un miroir de Bragg.

Selon un mode de réalisation, le résonateur comprend une pluralité d’espaceurs et
une pluralité de guides d’onde, chaque espaceur de la pluralité d’espaceurs étant placé
en contact avec au moins un de la pluralité de guides d’onde.

Selon un mode de réalisation, au moins deux premiers espaceurs parmi la pluralité
d’espaceurs ont des épaisseurs différentes. Des épaisseurs appropriées peuvent étre ty-

piquement comprises entre 100 nm et 1 pm.
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Selon un mode de réalisation, au moins deux seconds espaceurs parmi la pluralité
d’espaceurs sont composés de matériaux différents.

Selon un mode de réalisation, au moins un espaceur parmi la pluralité d’espaceurs est
composé de fluorure de magnésium.

Selon un mode de réalisation, au moins deux premiers guides d’onde parmi la
pluralité de guides d’onde ont des épaisseurs différentes. Des €paisseurs appropriées
peuvent étre typiquement comprises entre 10 et 500 nm.

Selon un mode de réalisation, au moins deux seconds guides d’onde parmi la
pluralité de guides d’onde sont composés de matériaux différents.

Selon un mode de réalisation, au moins un guide d’onde parmi la pluralité de guides
d’onde est en dioxyde de titane.

Selon un mode de réalisation, le dispositif optique comporte une lame séparatrice po-
larisante, la lame séparatrice polarisante réfléchissant la lumicre d’éclairement en
direction de 1’objectif de microscope et étant traversée par la lumiere sortante.

Selon un mode de réalisation, le détecteur optique est un premier détecteur optique,
le microscope optique comprenant un second détecteur optique, le dispositif optique
comprenant une lame séparatrice non polarisante, la lame séparatrice non polarisante
recevant la lumiere sortante et séparant la lumicre sortante en une premicre portion de
lumicre sortante dirigée vers le premier détecteur et une seconde portion de lumiere
sortante dirigée vers le second détecteur, la premicre portion de lumiere sortante
comportant une premicre portion de lumiere réflechie et une premicre portion de
lumiere diffusée, un masque de phase étant agencé pour étre traversé par la premicre
portion de lumicre sortante, le masque de phase étant configuré pour appliquer un
déphasage entre la premicre portion de lumiere réflechie et la premiere portion de
lumiere diffusée.

Ainsi, une différence d’intensité lumineuse peut tre mesurée entre le premier
détecteur optique et le second détecteur optique.

Selon un mode de réalisation, le masque de phase est un premier masque de phase, le
dispositif optique comportant de plus un second masque de phase agencé pour étre
traversé par la seconde portion de lumiere sortante, la seconde portion de lumiere
sortante comportant une seconde portion de lumiere réfléchie et une seconde portion de
lumiere diffusée, le second masque de phase étant configuré pour appliquer un
déphasage entre la seconde portion de lumiere réfléchie et la seconde portion de
lumicre diffusée, le premier masque de phase et le second masque de phase présentant
des propriétés de phase différentes.

Ainsi, un déphasage entre le premier masque de phase et le second masque de phase
peut Etre configuré pour minimiser le bruit de fond et maximiser le contraste par sous-

traction des deux images.
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Selon un mode de réalisation, le dispositif optique comporte un condenseur optique
recevant la lumiére d’éclairement en sortie de la source lumineuse, le condenseur
optique étant configuré pour focaliser la lumicre d’éclairement dans un plan de Fourier
de I’objectif de microscope sur une zone distante de 1’axe optique de 1’objectif de mi-

croscope pour produire ledit angle d’incidence.
Ainsi, ledit angle d’incidence peut €tre choisi pour dépasser I’angle critique sur une

interface du résonateur.

Selon un mode de réalisation, le dispositif optique comprend au moins une lentille
convergente traversée par la lumicre sortante, la lentille convergente étant configurée
pour imager un plan objet de I’objectif de microscope sur ledit détecteur optique.

Selon un mode de réalisation, le microscope comporte ou est reli€ a un systeme de
traitement d’images, le systeéme de traitement d’images étant configuré pour :

- enregistrer une pluralité d’images détectées par le détecteur optique a des instants
successifs,

- combiner la pluralité d’images en une image de référence, par exemple chaque
pixel de I’image de référence pouvant Etre calculé en tant que valeur moyenne ou
valeur médiane de pixels correspondants de la pluralité d’images

- traiter au moins une image détectée par le détecteur optique avec 1’image de
référence de manicre a supprimer des signaux statiques.

Pour cela, il est possible de soustraire 1’image de référence de la ou de chaque image
détectée. Cela produit une ou des images ou il ne reste que des signaux dynamiques
dans le temps, et non les signaux statiques. Ainsi, I’ensemble des bruits statiques
peuvent étre filtrés.

Selon un mode de réalisation, le systeme de traitement d’images est configuré pour
appliquer un filtre de convolution a au moins une image détectée par le détecteur
optique.

Selon un mode de réalisation, le filtre de convolution est un filtre gaussien.

Selon un mode de réalisation, le microscope optique comporte ou est reli€ a un
systeme de traitement d’images, le systeme de traitement d’images étant configuré
pour :

déterminer un contraste dans une image détectée par le détecteur optique,

déterminer au moins un parametre d’une particule contenue dans 1’échantillon en
fonction dudit contraste, ledit parametre étant choisi dans le groupe constitué d’une
masse de la particule et une position de la particule dans la direction de 1’axe optique.

Selon un mode de réalisation, le détecteur optique peut &tre une caméra numérique.
Breve description des figures

L’invention sera mieux comprise, et d'autres buts, détails, caractéristiques et
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avantages de celle-ci apparaitront plus clairement au cours de la description suivante
de plusieurs modes de réalisation particuliers de I’invention, donnés uniquement a titre
illustratif et non limitatif, en référence aux dessins annexés.

[Fig.1] La [Fig.1] représente un exemple de microscope optique en transmission.

[Fig.2] La [Fig.2] représente un microscope optique en réflexion selon un premier
mode de réalisation comprenant une lamelle résonante.

[Fig.3] La [Fig.3] représente le microscope optique en réflexion selon un deuxieme
mode de réalisation comprenant la lamelle résonante.

[Fig.4] La [Fig.4] représente un objectif de microscope et la lamelle résonante du mi-
croscope optique.

[Fig.5] La [Fig.5] est une vue analogue a la [Fig.4] illustrant la diffusion de la
lumiere par une nanoparticule.

[Fig.6] La [Fig.6] est une représentation schématique du couplage d’une onde
lumineuse dans la lamelle résonante.

[Fig.7] La [Fig.7] est une représentation graphique d’une distribution angulaire
d’énergie diffusée par une nanoparticule.

[Fig.8] La [Fig.8] est une représentation graphique de la relation de dispersion de la
lamelle résonante utilisée a la [Fig.7].

[Fig.9] La [Fig.9] est une représentation d’un filtre spatial pouvant étre utilisé dans le
microscope optique selon une premiere variante travaillant en champ sombre. La partie
noire est opaque. Le filtre spatial laisse passer la majorité de la lumicre diffusée qui est
concentrée autour d'un angle par la lamelle résonante et coupe le faisceau réfléchi.

[Fig.10] La [Fig.10] est une représentation du filtre spatial pouvant €tre utilisé dans le
microscope optique avec lamelle résonante selon une deuxieme variante permettant
d'atténuer le champ réfléchi pour travailler en mode interférométrique.

[Fig.11] La [Fig.11] est une représentation du filtre spatial pouvant €tre utilisé dans le
microscope optique avec lamelle résonante selon une troisi¢éme variante permettant
d'atténuer fortement le faisceau réfléchi et de séparer le signal utile du bruit.

[Fig.12] La [Fig.12] est une représentation de la lamelle résonante selon une
premiere alternative utilisant un ensemble de couches di€lectriques.

[Fig.13] La [Fig.13] est une représentation de la lamelle résonante selon une
deuxieme alternative utilisant un miroir.

[Fig.14] La [Fig.14] est une représentation du microscope optique selon un autre
mode de réalisation.

[Fig.15] La [Fig.15] est une représentation graphique de résultats pouvant €tre
obtenus dans une configuration de I’art antérieur.

[Fig.16] La [Fig.16] est une représentation graphique de résultats pouvant €tre

obtenus dans une configuration champ sombre du microscope optique utilisant le filtre
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de la [Fig.9].

[Fig.17] La [Fig.17] est une représentation graphique de résultats pouvant €tre
obtenus dans une configuration interférentielle du microscope optique utilisant le filtre
de la [Fig.10].

[Fig.18] La [Fig.18] est un ensemble de représentations graphiques de résultats
pouvant €tre obtenus avec différentes valeurs de distance entre la nanoparticule et la

lamelle résonante.

Description des modes de réalisation
On va décrire ci-dessous des modes de réalisation d’un microscope optique muni
d’un résonateur permettant une détection trés performante de la lumicre diffusée par
des objets de tres petite taille. Pour cela on introduit préalablement, en référence a la
[Fig.1], des notions de microscopie optique utiles a la compréhension de I’invention.
La figure 1 représente un exemple de microscope en transmission 1. Le microscope
en transmission 1 comprend une source lumineuse (non représentée) émettant un

faisceau lumineux incident 2 ayant une intensité incidente j'. — pf 2 | - Par convention,
= .
1

I’intensité incidente /; est définie dans le plan image de la caméra 9 et differe d’un
facteur M2 de I'intensité {; du faisceau lumineux incident 2 définie dans le plan de la
particule, ou M désigne le grandissement du microscope. Une nanoparticule 3 est
éclairée par le faisceau lumineux incident 2. Un éclairement du faisceau lumineux
incident 2 sur la nanoparticule 3 est a I’origine d’une lumiere diffusée 4 ayant une
intensité de diffusion /¢ dans le plan image de la caméra.

Le microscope en transmission 1 comprend un objectif de microscope 5, un dispositif
optique et une caméra 6. Le dispositif optique comprend deux lentilles convergentes 7
et 8 formant un montage 4-f, un filtre spatial 9 et une lentille de tube 10. Le montage
4-f permet de projeter le plan de Fourier de 1’objectif de microscope 5 sur le filtre
spatial 9.

L’ objectif 5, le dispositif optique et la caméra 6 disposent d’un axe optique commun.
Le faisceau lumineux incident 2 est parallele a I’axe optique commun. Le faisceau
lumineux incident 2 et la lumiere diffusée 4 traversent I’objectif 5 et le dispositif
optique avant d’étre imagés sur la caméra 6.

La caméra 6 recgoit un signal final qui est une superposition du faisceau lumineux
incident 2 et de la lumiere diffusée 4. Le signal final peut comporter un terme
d’interférence en raison d’un déphasage 46 entre le faisceau lumineux incident et la
lumiere diffusée.

Une intensité détectée du signal final s’exprime :

i =1+ 1+ 2\1; I, cos(40) =Ii(]+(%)+2\/¥cos(db‘) )
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La nanoparticule 3 a une section efficace de diffusion o, qui est proportionnelle au
carré de son volume. De plus, la caméra 6 recoit une fraction d’énergie diffusée

collectée f vy L€ microscope en transmission 1 dispose d’un grandissement M. Ainsi,
une puissance diffusée vers un pixel de la caméra s’écrit :
— _— 27

Po=f ol'y=f oM,

Par ailleurs, la puissance diffusée se répartit au niveau d’une surface S d’une tache
d’ Airy correspondant a une image de la nanoparticule 3 sur la caméra 6. La puissance
diffusée peut donc également s’exprimer :

P.=SI

Cela permet de reformuler I’expression de I’intensité détectée en fonction de la

section efficace de diffusion o, de la fraction d’énergie diffusée collectée fml etdu

grandissement M :

Y

M e f o ©
Idez=lf(1+—3—°”’-+2M %—cos(d@))
\

Selon un exemple quantitatif, les grandeurs physiques ont les valeurs suivantes :

. une longueur d’onde du faisceau lumineux incident 2 est 450 nanometres et la
nanoparticule 3 a un diametre de 3 nanometres. Un indice optique de la nano-
particule 3 est 1.5 et la nanoparticule 3 est en suspension dans de I’eau, un
indice optique de I’eau étant 1.33. La section efficace de diffusion est donc de
7.8 10 ¥um?.

. le grandissement M est de 100.

. Un rayon de la tache d’ Airy peut étre de 400 nm dans le plan image de
I’objectif 5, soit 40 pm dans le plan image de la caméra 9. La surface de la
tache d’ Airy est alors de 5000 um? dans le plan image de la caméra 9.

L’ objectif de microscope 5 peut €tre un microscope a huile et avoir une
ouverture numérique de 1.45. Le facteur de collection peut alors étre de 42%.

Dans ce cas-1a, la valeur numérique suivante est obtenue :

Lo —6.510M

Le microscope en transmission 1 peut étre utilisé en configuration interférentielle (ou
de champ clair) ou en configuration de champ sombre. Lorsque le facteur de
transmission de l'atténuateur placé au centre (filtre spatial 9) est nul, le microscope est
en configuration de champ sombre. Schématiquement, lorsque ce facteur de
transmission est non nul, le microscope est en configuration interférentielle. En fait,
une configuration de champ sombre est obtenue des lors que le terme interférométrique
est négligeable devant le terme de diffusion directe de la nanoparticule.

En configuration interférentielle, la caméra 6 regoit a la fois le faisceau lumineux

incident 2 et la lumiere diffusée 4 qui interférent.
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Comme représenté sur la [Fig.1], le faisceau lumineux incident 2 peut €tre atténué
plus ou moins fortement par le filtre spatial 9. En configuration de champ sombre, le
facteur de transmission du filtre spatial 9 est nul.

La lentille de tube 7 est configurée pour focaliser la lumiere diffusée 4 dans un plan
focal objet de la lentille convergente intermédiaire 8.

Le filtre spatial 9 comprend un cache placé sur ’axe optique commun. La lentille de
tube 7 et la lentille convergente intermédiaire 8 focalisent le faisceau lumineux
incident 2 sur le cache du filtre spatial, le filtre spatial 9 étant positionné a une distance
focale de la lentille convergente intermédiaire 8.

Le filtre spatial 9 laisse passer un faisceau filtré 11. La caméra recoit donc la lumiere
diffusée 4 et le faisceau filtré 11, la lumiere diffusée 4 traversant la derniére lentille
convergente 10 et étant focalisée sur la caméra 6, dans un plan focal image de la
dernicre lentille convergente 10.

En configuration champ sombre, I’intensité incidente parvenant a la caméra est nulle
et I’intensité détectée s’exprime :

oM

Idet:]i(‘T" )

Pour une valeur de grandissement M de 100, ’intensité détectée est de 6.5 104 [;
Un nombre moyen N de photons détectés par un pixel d’aire S’ pendant une durée ©
est £ ;.5 7. En considérant un bruit de photon (en anglais shot noise) comme une
source principale de bruit et en exprimant l'intensité en nombre de photons par seconde

et par unité de surface, un rapport signal sur bruit s’exprime alors :

Pour une surface S' de 100 um? et une intensité incidente de 10'° s'lum le rapport
signal sur bruit est alors donné par : 100 [10126 108 7]2=0.2 vt

Le rapport signal sur bruit devient supérieur a 1 si une moyenne sur une dizaine de
pixels est effectuée pour une durée d’acquisition d’une seconde. Cependant, il existe
un bruit de fond qui est en pratique plus grand que le signal de particules de 3 nm. Il
est difficile de détecter des particules de diametre inférieur a 10 nanometres. Une aug-
mentation du rapport signal sur bruit est donc une problématique cruciale.

Pour un microscope interférométrique a champ clair, I’intensité détectée s’exprime :

f o .
I(,-Hle,.( 14+2M \’«;}« cos{46) )

/

Le rapport signal sur bruit peut alors s’exprimer :

fe .
— cos(40)

b

VIS

2M LS f o=
i el

~2M I]'S’T("""'"" )

SNR = :

Le rapport signal sur bruit est alors deux fois plus élevé qu’en configuration de
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champ sombre. En revanche, le signal a mesurer est considérablement plus important
en configuration interférométrique. On peut caractériser la différence en introduisant le

contraste ¢ défini par : f .o . On peut alors écrire que le détecteur enregistre

= M—%
un signal :

I =1 (1+2 ccos{40) )

En configuration interférométrique, I’amplitude du signal est ainsi 2 ¢ [; tandis qu'elle
est ¢? I; en configuration de champ sombre.

L’intensité détectée en configuration interférométrique est plus élevée ce qui permet
de passer au-dessus du bruit de fond limitant la détection en configuration de champ
sombre. De plus, ceci permet une collecte plus rapide des €lectrons sur un pixel de la
caméra, et donc une acquisition plus rapide.

Cependant, les fluctuations spatiales de I’intensité incidente I; (fluctuations de
speckle) sont beaucoup plus grandes que le signal et doivent &tre soustraites. Il est
alors nécessaire d’avoir un détecteur pouvant percevoir de tres faibles variations du
signal afin de distinguer le bruit de fond d’un signal utile. La problématique de
I’amélioration du signal sur bruit est donc également importante en configuration de
champ clair.

La [Fig.2] représente un microscope optique 100 fonctionnant en réflexion,
comprenant une lamelle résonante 112 en contact avec un échantillon 133 comportant
une ou plusieurs nanoparticules en suspension dans une solution. La nanoparticule peut
avoir un diametre compris entre 1 nanometre et 100 nanometres.

En pratique, 1’échantillon 133 peut reposer sous I’effet de son propre poids sur une
surface supérieure de la lamelle résonante 112. On appréciera qu’il peut exister
d’autres configurations ou le placement de 1’échantillon au contact de la lamelle
résonante 112 est assuré par d’autres moyens.

Le microscope optique 100 comprend de plus une source lumineuse 101, un objectif
de microscope 105 et un détecteur 106.

La source lumineuse 101 est arrangée de maniere a émettre un faisceau laser incident
102, ayant par exemple une longueur d’onde comprise entre 400 nanometres et 1300
nanometres. Le faisceau laser incident 102 peut étre un faisceau large éclairant une
zone €étendue de 1’échantillon 133 ou un faisceau €troit focalisé, qui balaie la zone
d’intérét de 1’échantillon 133.

Le microscope optique 100 comporte un dispositif optique comprenant une premiere
lentille convergente 107, une deuxieme lentille convergente 108 et une lame sé-
paratrice polarisante 114.

Le faisceau laser incident 102 traverse la premiere lentille convergente 107 et est

réfléchi par la lame séparatrice polarisante 114. La premicre lentille convergente 107
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peut étre un condenseur optique. La lame séparatrice polarisante 114 comporte une
surface semi-réfléchissante, positionnée de sorte qu’un angle incident du faisceau laser
incident 102 sur la lame séparatrice polarisante 114 est de 45°. Selon un mode de réa-
lisation, I’angle incident du faisceau laser incident 102 sur la lame séparatrice po-
larisante 114 peut avoir une valeur différente. La lame séparatrice polarisante 114
réfléchit une composante de polarisation du faisceau laser incident 102 mais laisse
passer en transmission une autre composante de polarisation du faisceau laser incident
102.

Le faisceau laser incident 102 est réfléchi sur la lame sé€paratrice polarisante 114 puis
est dirigé en direction de 1’objectif de microscope 105. L’objectif de microscope 105
peut Etre un objectif a immersion, comprenant une huile a immersion ayant un indice
de réfraction identique a un indice de réfraction du verre. L’objectif de microscope 105
présente une ouverture numérique adaptée a produire 1’excitation d’un mode résonant
comme décrit plus bas.

Le microscope optique 100 est de plus configuré de sorte que le faisceau laser
incident 102 soit focalisé de fagon excentrée par rapport a un milieu d’un axe optique
de I’objectif de microscope 105. Ainsi, une distance a 1’axe optique dans le plan de
Fourier 113 permet de controler une inclinaison du faisceau laser incident 102 sur
I’échantillon 133.

Le faisceau laser incident 102 traverse une lame a retard 199 puis 1’objectif 105 et
illumine la lamelle résonante 112. La lame a retard 199 introduit une différence de
phase entre deux composantes de polarisation du faisceau transmis. Un faisceau laser
réfléchi 115 et un faisceau diffusé 104 sont €émis depuis la lamelle résonante 112. Le
faisceau laser réfléchi 115 est une réflexion du faisceau laser incident 102 sur la zone
d’intérét. Le faisceau diffusé 104 se propage selon une plage d’angles plus large que
celle du faisceau laser réfléchi 115.

Le faisceau diffusé 104 et le faisceau laser réfléchi 115 traversent 1’objectif 105 puis
la lame séparatrice polarisante 114. Le faisceau diffusé 104 et le faisceau laser réfléchi
115 traversent la deuxieme lentille convergente 108 et sont imagés sur le détecteur
106.

La deuxieme lentille convergente 108 peut €tre une lentille de tube. Une surface
sensible du détecteur 106 peut étre placée au niveau d’une distance focale de la
deuxieme lentille convergente 108.

Le détecteur 106 peut €tre un capteur photographique, par exemple de type CMOS
ou CCD. Des capteurs limités a 10000 €lectrons par pixel peuvent notamment étre
utilisés. Le détecteur 106 peut de plus comporter une mémoire afin d’enregistrer
plusieurs images successives.

En référence a la [Fig.3], un deuxieme mode de réalisation est présenté. Un faisceau
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laser incident 202 émis par une source lumineuse 201 traverse une lentille convergente
initiale 207 puis est réfléchi sur une lame séparatrice polarisante 214. Le faisceau laser
incident 202 est alors réfléchi en direction d’un objectif de microscope 205.

Selon le deuxieéme mode de réalisation, le faisceau laser incident 202 est focalisé sur
une position excentrée d’un milieu de la lame séparatrice polarisante 214. Le faisceau
laser incident 202 est alors réfléchi en direction de 1’objectif de microscope.

Le faisceau laser incident 202 traverse une lame a retard 299 qui est, selon un mode
de réalisation, une lame quart d’onde.

Le faisceau laser incident 202 est focalisé sur un plan de Fourier 213 de I’objectif de
microscope 205.

Le microscope optique 200 est de plus configuré de sorte que le faisceau laser
incident 202 soit focalisé de fagon excentrée par rapport a un milieu d’un axe optique
de I’objectif de microscope 205. Ainsi, une distance a 1’axe optique dans le plan de
Fourier 213 permet de controler une inclinaison du faisceau laser incident 202 sur
I’échantillon 233.

Ainsi, en sortie de I’objectif de microscope 205, le faisceau laser incident 202 éclaire
une surface de 1’échantillon 233 avec un angle d’incidence prédéfini et contrdlé par des
parametres du microscope optique 200.

La lamelle résonante 212 renvoie un faisceau laser réfléchi 215 et une lumiere
diffusée 204 émise par 1’échantillon. Le faisceau laser réfléchi 215 et la lumiere
diffusée 204 traversent 1’objectif de microscope 205. Le faisceau laser réfléchi 215 est
également focalisé sur le plan de Fourier 213 de I’objectif de microscope 205, en une
autre position excentrée.

La lumiere diffusée 204 et le faisceau laser réfléchi 215 traversent la lame séparatrice
polarisante 214 puis traversent une premicre lentille convergente 208, une deuxieme
lentille convergente 217, un filtre spatial 209 et une troisieme lentille convergente 218
avant d’étre imagés sur une caméra 206.

Un plan focal image de la premiére lentille convergente 208 correspond a un plan
focal objet de la deuxieme lentille convergente 217. Le filtre spatial 209 est placé dans
un plan focal image de la deuxieme lentille convergente 217. Ainsi, le faisceau laser
réfléchi 215 est focalisé sur le filtre spatial 209.

La troisieme lentille convergente 218 focalise le faisceau laser réfléchi 215 et la
lumiere diffusée 204 sur la surface sensible de la caméra 206, qui est placée dans un
plan focal image de la troisieme lentille convergente 218.

En référence a la [Fig.4], un détail de la [Fig.3] est représenté. La [Fig.4] représente
1’ objectif de microscope 205 ainsi que la lamelle résonante 212, ainsi que la pro-
pagation de la lumiere dans la lamelle résonante 212. Les fleches dessinées sur les

figures 4 a 6 donnent bien entendu une représentation tres schématique et tres partielle
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de la propagation du champ électromagnétique. Elles ont seulement vocation a
indiquer quelques directions de propagation significatives et non des dimensions des
faisceaux lumineux.

L’ objectif de microscope 205 est un objectif a huile, comportant une huile a
immersion 228 ayant un indice optique identique a un indice optique du verre. La
lamelle résonante 212 est placée contre 1I’objectif de microscope 205, en contact avec
I’huile a immersion 228.

La lamelle résonante 212 est composée d’une pluralité de couches paralleles,
disposées successivement dans une direction de 1’axe optique du microscope. La
lamelle résonante 212 comporte une lamelle de verre 241, la lamelle de verre 241 étant
en contact avec I’huile & immersion 228.

Un espaceur 242 est placé de fagon adjacente a la lamelle de verre 241. L’espaceur
242 présente un indice optique plus petit que la lamelle de verre 241. Selon un mode
de réalisation, I’espaceur 242 est composé de fluorure de magnésium. Selon un mode
de réalisation, une épaisseur de I’espaceur est de 485 nanometres.

L’espaceur 242 est placé entre la lamelle de verre 241 et un guide d’onde 243.
L’espaceur 242 présente un indice optique plus petit que celui du guide d’onde 243.
Selon un mode de réalisation, le guide d’onde 243 est en dioxyde de titane. Selon un
mode de réalisation, le guide d’onde 243 a une épaisseur de 45 nanometres.

Le guide d’onde 243 est en contact avec I’échantillon 233, dans lequel une ou
plusieurs nanoparticules 203 sont en suspension.

En référence a la [Fig.6], un indice optique n, de la lamelle de verre 241 est supérieur
a un indice optique n,de 1’espaceur 242. Ainsi, il existe un angle critique d’une
interface entre la lamelle de verre 241 et I’espaceur 242, qui produit une réflexion
totale.

En référence a la [Fig.4], le faisceau laser incident 202 est focalisé sur le plan de
Fourier a une distance critique de I’axe optique de 1’objectif de microscope, la distance
critique étant telle que le faisceau laser incident 202 est projeté sur la lamelle résonante
212 avec un angle d’incidence supérieur a 1’angle critique précité.

Ainsi, le faisceau laser incident 202 subit une réflexion totale frustrée a 1’interface
entre la lamelle de verre 241 et I’espaceur 242. Le faisceau laser réfléchi 215 est
projeté vers I’objectif du microscope 205 avec le méme angle d’incidence et traverse
I’ objectif du microscope 205.

Une onde évanescente 252 pénetre dans I’espaceur 242. Une épaisseur de I’espaceur
242 étant choisie pour étre du méme ordre de grandeur que la longueur de décroissance
de I’onde évanescente 252, I’onde évanescente 252 n’est pas totalement atténuée au
niveau de l'interface entre 1’espaceur 242 et le guide d’onde 243. L’épaisseur de

I’espaceur 242 peut Etre choisie de maniere a contrdler 1’exaltation du champ dans le
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guide d’onde 243. Plus I’espaceur 242 est épais, plus I’exaltation est grande.

En référence a la [Fig.6], un indice optique n;du guide d’onde 243 €tant supérieur a
un indice optique de I’espaceur 242, I’onde évanescente 252 venant de I’espaceur 242
est réfractée dans le guide d’onde 243 sous la forme d'une onde guidée 253. La
fréquence du faisceau laser incident 202 et I’angle d'incidence sont configurés pour que
I’onde évanescente 252 excite de fagon résonante un mode du guide d’onde 243.

En raison de I’excitation résonante du mode du guide d’onde 243, une onde exaltée
254 se propage alors dans 1’échantillon 233 depuis le guide d’onde 243, avec une
amplitude qui peut Etre exaltée d’un facteur d’exaltation élevé, par exemple pouvant
valoir jusqu’a 1000. L’onde exaltée 254 se propage dans I’échantillon 233 et éclaire les
nanoparticules 203.

En référence a la [Fig.5], la nanoparticule 203 éclairée par I’onde exaltée 254 émet
une lumiere diffusée 204 qui se propage dans la lamelle résonante 212 en direction de
I’ objectif de microscope (non représent€). Les traits pointillés correspondent a la
lumiere diffusée et les traits pleins correspondent au faisceau incident, au faisceau
réfracté et au faisceau réfléchi.

En référence a la [Fig.7], on a représenté la densité d’énergie & de la lumiere diffusée
204 en ordonnées en fonction de ’angle de diffusion a en abscisse. La nanoparticule
est située sur la lamelle résonante 212. La longueur d'onde utilisée est 515 nm. Les
indices des couches 241 a 243 sont respectivement n1=1.518, n2=1.38 et n3=2.8 et les
épaisseurs des couches 242 et 243 sont respectivement 484 nm et 45 nm.

L’angle de diffusion a est mesuré par rapport a I’axe optique dans 1’huile a
immersion 228. En raison du couplage de la lumiere diffusée 204 avec mode résonant
du guide d’onde 243, une puissance rayonnée de la lumiere diffusée 204 en direction
de I’objectif de microscope via le guide d'onde 243 s’échappe en majorité (environ
50%) selon un angle de pic de diffusion o, prédéterminé en sortie de la lamelle
résonante, ici a 66° environ par rapport a ’axe optique. Ainsi, la lumiere diffusée 204
est un faisceau comportant un cone d’énergie maximale correspondant a 1’angle de pic
de diffusion a.

En référence a la [Fig.8], une relation de dispersion de la lamelle résonante 212 est
représentée, reliant un vecteur d’onde spatial dans la lamelle résonante 212 avec une
longueur d’onde du faisceau laser incident 202. Ainsi, le mode résonant de I’onde
guidée 253 ne sera pas le méme selon la longueur d’onde du faisceau laser incident
202. Ainsi, I’angle de pic de diffusion a, de la lumiere diffusée est aussi fonction de la
longueur d’onde du faisceau laser incident 202.

On décrit maintenant comment le filtre spatial 209 peut tirer parti d’une telle dis-
tribution angulaire de 1’énergie diffusée par la nanoparticule 203.

Comme le plan de Fourier de 1’objectif 205 est imagé sur le filtre spatial 209 en



[0149]

[0150]

[0151]

[0152]

[0153]

[0154]

[0155]

16

sortie de la premiere lentille convergente 208 et de la deuxieme lentille convergente
217, la distribution angulaire de la lumiere diffusée 204 est préservée sur le filtre
spatial 209. En termes de composante transverse du vecteur d’onde de propagation, le
cone d’énergie maximale correspond sensiblement a un cercle ayant une certaine
épaisseur, en d’autres termes a une couronne.

Ainsi, le filtre spatial 209 peut étre utilis€, selon une premicre variante illustrée sur la
[Fig.9], pour transmettre uniquement une portion de la lumiere diffusée présente dans
le cercle d’énergie maximale.

En référence a la [Fig.9], un premier filtre 20 pouvant €tre utilisé est présenté. Le
premier filtre 20 comporte un premier cache 98 constitué de deux portions
concentriques et configuré pour définir une couronne de transmission 97 configurée
pour transmettre seulement la lumicre diffusée correspondant au cone d’énergie
maximale. En-dehors de la couronne de transmission 97, le premier cache 98 présente
un coefficient de transmission préférentiellement nul (atténuation totale).

Pour former un filtre & champ sombre, le premier filtre 20 peut comporter aussi un
deuxieme cache 96 positionné dans la couronne de transmission 97 et configuré pour
atténuer le faisceau laser réfléchi 215. De méme, le deuxieme cache 96 présente un co-
efficient de transmission d’intensité préférentiellement nul (atténuation totale),
c’est-a-dire par exemple inférieur a 10°.

En référence a la [Fig.10], un deuxie¢me filtre 21 peut étre utilis€. Le deuxieme filtre
21 ne comporte que le deuxieme cache 96 configuré pour atténuer le faisceau réfléchi
215, avec une atténuation qui peut étre totale ou partielle. Toute la lumiere diffusée
204 est transmise. Si le coefficient de transmission d’intensité du deuxieéme cache 96
est sensiblement nul, par exemple inférieur a 10-%, le deuxieéme filtre 21 est un filtre a
champ sombre. Si le coefficient de transmission du deuxie¢me cache 96 est non nul, par
exemple supérieur al0-3, le deuxieme filtre 21 est un filtre a champ clair interféro-
métrique. Le microscope optique 200 est alors utilis€ en configuration interféro-
métrique

En référence a la [Fig.11], un deuxieéme filtre a champ clair interférométrique 22 est
illustré. Le deuxieme filtre a champ clair interférométrique 22 présente une structure
analogue au filtre a champ sombre 20. Toutefois le deuxieme cache 96 présente ici un
coefficient de transmission non nul (atténuation partielle), et préférenticllement
supérieur au coefficient de transmission du premier cache 98.

En référence aux figures 12 et 13, d’autres modes de réalisation de la lamelle
résonante sont présentés.

En référence a la [Fig.12], les éléments analogues ou identiques a ceux du deuxi¢me
mode de réalisation portent le méme chiffre de référence augmenté de 300. La [Fig.12]

montre qu’il est possible d’augmenter un nombre de couches dans une lamelle
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résonante 512. En particulier, il est possible de placer de fagon alternée une pluralité
d’espaceurs 542 et une pluralité de guides d’onde 543. Des ondes €évanescentes se
propagent dans les espaceurs 542.

Les espaceurs 542 peuvent avoir des épaisseurs différentes et/ou des matériaux
différents. Les guides d’onde 543 peuvent €galement avoir des épaisseurs différentes
et/ou des matériaux différents. Des épaisseurs appropri€es peuvent €tre typiquement
comprises entre 100 nm et 1 pm.

La pluralité de guides d’onde 543 permet de coupler des modes résonants a plus de
valeurs de la longueur d’onde et de 1’angle d’incidence du faisceau laser incident 202.
Ainsi, le microscope optique devient alors plus robuste a des variations de longueur
d’onde et d’angles d’incidence d’un faisceau laser incident 502.

En outre, la pluralité de guides d’onde 543 permet d’augmenter une valeur
d’amplitude d’une onde guidée résonante 553. Enfin, la pluralité de guides d’onde 543
permet au faisceau lumineux incident 502 d’exciter plusieurs modes résonants simul-
tanément, ce qui provoque plusieurs pics angulaires d’énergie de la lumicre diffusée
504 pour la nanoparticule 503, avec des pics angulaires d’énergie dans une pluralité de
directions.

En référence a la [Fig.13], les éléments analogues ou identiques a ceux du deuxi¢me
mode de réalisation portent le méme chiffre de référence augmenté de 400. La [Fig.13]
montre que la lamelle résonante 612 peut comprendre un miroir 645 partiellement ré-
fléchissant. Le miroir 645 peut €tre une couche de métal ou un miroir de Bragg et peut
accentuer un phénomene de résonance dans la lamelle résonante 612. Des ondes €va-
nescentes se propagent dans les espaceurs 642.

Sur les figures 12 et 13 on a représenté schématiquement une réflexion totale a
I’interface entre la premiére couche 541 ou 641 et I’espaceur 542 ou 642. Toutefois,
cette position n’est pas limitative. D’autres couches matériaux peuvent étre insérées en
dessous de I’interface o la réflexion totale frustrée a lieu.

En référence a la [Fig.14], un microscope optique 700 peut €tre utilisé dans une
configuration interférométrique en utilisant une technique de détection homodyne
balancée.

Une source lumineuse 701 émet un faisceau laser incident 702, qui traverse une
lentille convergente initiale 761, puis se réfléchit sur une premicre lame sé€paratrice po-
larisante 714. Le faisceau laser incident 702 est dirigé vers I’objectif de microscope
705, traverse la lamelle résonante 712 et illumine 1’échantillon 733. Une lumiére
diffusée 704 et un faisceau réfléchi 715 traversent 1’objectif de microscope 705 et la
premiere lame séparatrice polarisante 714.

La lumiere diffusée 704 et le faisceau réfléchi 715 traversent une premiere lentille

commune 762, une deuxi¢me lentille commune 763, un filtre spatial 764 et une
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troisicme lentille commune 765. La premiére lentille commune 762, la deuxiéme
lentille commune 763 et la troisieéme lentille commune 765 sont des lentilles
convergentes.

Une seconde lame séparatrice 766 est placée apres la troisieme lentille commune
765. La seconde lame séparatrice 766 sépare d’une part le faisceau réfléchi 715 en un
premier faisceau réfléchi 778 et un deuxieme faisceau réfléchi 779, et d’autre part, la
lumiere diffusée 704 en une premicre lumiere diffusée 780 et une deuxicme lumiere
diffusée 781.

Le premier faisceau réfléchi 778 et la premiere lumiere diffusée 780 traversent une
lentille initiale de premier bras 767 puis un premier masque de phase 768. Une lentille
finale de premier bras 769 focalise le premier faisceau réfléchi 778 et la premicre
lumiere diffusée 780 sur une premicre caméra 706.

Le deuxieéme faisceau réfléchi 779 et la deuxieme lumiere diffusée 781 traversent une
lentille initiale de deuxieme bras 770 et un deuxieme masque de phase 771. Une
lentille finale de deuxieme bras 772 focalise le deuxieme faisceau réfléchi 779 et la
deuxieme lumiere diffusée 781 sur une deuxieme caméra 716.

Le premier masque de phase 768, respectivement le deuxieme masque de phase 771,
est configuré pour déphaser le premier faisceau réfléchi 778 par rapport a la premiere
lumiere diffusée 780, respectivement le deuxieme faisceau réfléchi 779 par rapport a la
deuxieme lumiere diffusée 781, d’un angle de déphasage ¢ respectif. Selon un mode
de réalisation, I’angle de déphasage ¢ peut €tre de /2 pour le premier masque de
phase 768et -7t/2 pour le deuxieéme masque de phase 771.

Un systeme de traitement de données 90 peut soustraire une premicre intensité recue
par la premiere caméra 706 et une deuxieme intensité€ recue par la deuxieme caméra
716, une différence entre la premicre intensité et la deuxieme intensité s’exprimant :

Ticn-Taei =4 K\T 1, 1 cos(46,)

Une telle expression permet de ne conserver qu’un terme interférométrique et de
filtrer un signal de référence.

En référence aux figures 15 a 18, des résultats graphiques obtenus par simulation
numérique sont présentés. Pour les figures 15, 17, et 18 qui montrent des résultats de
microscopie en configuration interférométrique, I’échelle de couleur représente le
contraste ¢ comme défini plus haut.

En pratique le contraste ¢ peut €tre calculé ou mesuré en tant que c=I/I_ref ou |
désigne I’intensité d’une image de la caméra et I_ref désigne 1’intensité d’une image
moyenne (ou image de référence). L. image de contraste représentée sur les figures 15,
17 et 18 est obtenue avec une division qui se fait pixel par pixel.

La [Fig.15] représente une image comparative obtenue dans un microscope de I’art
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antérieur sans lamelle résonante. Une tache centrale au centre de la figure
d’interférences correspond a une détection de la nanoparticule.

Les figures 16 a 17 représentent des résultats graphiques obtenus par simulation dans
des scénarios ou la lamelle résonante est utilisée.

La [Fig.16] correspond a un cas ot le filtre a champ sombre 20 est utilis€. Sur cette
figure, I’échelle de couleur représente des intensités relatives, le noir (0) correspondant
a un signal effectivement nul. Une tache centrale correspond a la nanoparticule. La
tache centrale est plus nette, circulaire et de plus petit diametre que sur la [Fig.15], ce
qui indique un gain en résolution.

La [Fig.17] correspond a un cas ot le filtre interférométrique 21 est utilisé€. Le
faisceau laser réfléchi 215 est alors filtré et atténué. La [Fig.17] présente une tache
centrale au centre d’une figure d’interférences comportant plus d’arcs de cercle que
I’image comparative. Une tache centrale se distingue néanmoins mieux que dans
I’image comparative, ce qui indique également un gain en sensibilité.

La technique de filtrage spatial utilisée, qui s’apparente a rejeter tous les vecteurs
d'onde sauf un, fait que 1'image d'un point est imagée en une série de cercles. Pour
autant, cela n’empéche pas de détecter une particule individuelle, méme lorsque
I’échantillon en contient plusieurs, pour autant les particules soient séparées spa-
tialement les unes des autres dans 1’échantillon.

Ainsi, indépendamment du filtre utilisé, un recours a une lamelle résonante permet
d’augmenter la sensibilité du microscope optique.

En référence a la [Fig.18], un ensemble d’images de contraste est représenté, dans
lequel une distance Z mesurée le long de 1’axe optique entre la lamelle résonante 212
et une nanoparticule 203 varie d’une image a I’autre, comme indiqué au-dessus de
chaque image. Cet exemple montre que des variations de contraste et de forme de la
figure d’interférence peuvent étre exploitées pour évaluer une distance de la nano-
particule 203 a la lamelle résonante 212.

Des techniques de traitement d’images peuvent étre mises en ceuvre afin de mener a
une meilleure détection. Plusieurs images successives peuvent €tre enregistrées par la
caméra, puis combinées en une image de référence. L image de référence peut étre une
moyenne des images successives.

L’image de référence peut alors Etre soustraite d’une image recue afin de filtrer un
signal de référence et des bruits stationnaires.

Dans le cas d’une nanoparticule en mouvement, par exemple en suspension dans une
solution, deux images successives peuvent étre soustraites afin d’enlever un bruit de
fond.

De plus, des filtres peuvent étre appliqués au signal détecté, comme par exemple un

filtre de convolution. Le filtre de convolution peut &tre un filtre gaussien.
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Le contraste de I’image d’une particule détectée en mode de champ clair est pro-
portionnel a la masse de la particule présente dans 1’échantillon. Ainsi, il est possible
par traitement de 1’image d’effectuer une mesure quantitative de ce contraste et d’en
déduire la masse de la particule, par comparaison avec un signal d’étalonnage, préa-
lablement mesuré avec des particules de masse connue. Cette technique est particu-
lierement efficace pour des particules non absorbantes a la longueur d’onde utilisée,
comme des protéines dans le spectre visible.

Les particules de masse connue sont choisies avec un indice optique tres voisin de
celui des particules a caractériser, par exemple en matiere polymere lorsqu’il s’agit de
caractériser de la matiere organique.

Bien que l'invention ait été décrite en liaison avec plusieurs modes de réalisation par-
ticuliers, il est bien évident qu'elle n'y est nullement limitée et qu'elle comprend tous
les équivalents techniques des moyens décrits ainsi que leurs combinaisons si celles-ci
entrent dans le cadre de l'invention.

L’usage du verbe « comporter », « comprendre » ou « inclure » et de ses formes
conjuguées n’exclut pas la présence d’autres éléments ou d’autres étapes que ceux
énoncés dans une revendication.

Dans les revendications, tout signe de référence entre parenthéses ne saurait étre in-

terprété comme une limitation de la revendication.
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Revendications
Microscope optique (100, 200, 700) comprenant :

- une source lumineuse (101, 201, 701) émettant une lumicre
d’éclairement (102, 202, 302, 402, 502, 602, 702),

- un détecteur optique (106, 206, 706, 716),

- un dispositif optique comportant un objectif de microscope (105, 205,
705), le dispositif optique recevant la lumiere d’éclairement pour diriger
la lumiere d’éclairement sur un échantillon (133-733),

- un résonateur (112-712) placé entre le dispositif optique et
I’échantillon, le résonateur comportant, successivement dans une
direction d’un axe optique de 1’objectif de microscope, au moins une
premicre couche (241, 341, 441, 551, 641) présentant un premier indice
optique, au moins une couche d’espacement (242-642) présentant un
deuxieme indice optique et au moins une couche de guide d’onde
(243-643) présentant un troisieéme indice optique, le deuxieme indice
optique étant inférieur au premier indice optique et au troisi¢me indice
optique, le résonateur présentant une surface de support opposée au
dispositif optique et destinée a recevoir I’échantillon (133-733),
I’objectif de microscope (105, 205, 705) étant configuré pour diriger la
lumiere d’éclairement (102-702) sur le résonateur (112-712) avec un
angle d’incidence supérieur a un angle critique d’une interface entre la
premiere couche (241-641) et la couche d’espacement (242-642), de
manicre que la lumiere d’éclairement excite de facon résonante au
moins un mode dans la couche de guide d’onde (243-643) et €claire
I'échantillon par une onde évanescente exaltée,

le dispositif optique étant agencé pour collecter une lumicre sortante du
résonateur et diriger la lumiere sortante depuis ledit résonateur
(112-712) vers le détecteur optique pour former une image de
I'échantillon sur le détecteur optique,

la lumicre sortante comportant une lumiere diffusée (104, 204, 304, 504,
604, 704) par I’échantillon et une portion réfléchie (115-715) de la
lumiere d’éclairement.

Microscope optique (100, 200, 700) selon la revendication 1, dans
lequel le dispositif optique comporte un filtre d’amplitude (209, 764, 20,
21, 22) disposé€ entre 1’objectif de microscope (105, 205, 705) et le
détecteur optique, et configuré pour appliquer une premicre atténuation

sélective a la portion réfléchie (115-715) de la lumiere d’éclairement.



[Revendication 3]

[Revendication 4]

[Revendication 5]

[Revendication 6]

[Revendication 7]

[Revendication 8]

[Revendication 9]

[Revendication 10]

22

Microscope optique (100, 200, 700) selon la revendication 2, dans
lequel le coefficient de transmission d’intensité associ¢ a la premicre at-
ténuation est inférieur a 10-.

Microscope optique (100, 200, 700) selon la revendication 2 ou 3, dans
lequel la lumiere diffusée par 1’échantillon est constituée d’une premicre
portion de lumiere diffusée provenant du ou des modes excités de fagon
résonante et d’une deuxieme portion de lumiere diffusée, le filtre
d’amplitude (209, 764, 20, 22) étant en outre configuré pour appliquer
une deuxieme atténuation sélective a la deuxieme portion de lumicre
diffusée.

Microscope optique (100, 200, 700) selon la revendication 4, dans
lequel le coefficient de transmission d’intensité associé a la deuxieme
atténuation sélective est inférieur a 10-°.

Microscope optique (100, 200, 700) selon la revendication 2 prise en
combinaison avec la revendication 4, dans lequel le coefficient de
transmission d’intensité associé a la premiere atténuation est supérieur
au coefficient de transmission d’intensité associé a la deuxieme at-
ténuation.

Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications 2 a
6, dans lequel le dispositif optique comporte deux lentilles convergentes
(208, 217) agencées pour imager un plan de Fourier (113, 213, 713) de
I’objectif de microscope (105, 205, 705) sur ledit filtre d’amplitude
(209, 764).

Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications pré-
cédentes, dans lequel la lumiere d’éclairement (102-702) est un faisceau
laser.

Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications pré-
cédentes, dans lequel le dispositif optique comporte une lame sé-
paratrice polarisante (114, 214, 714), la lame séparatrice polarisante
(114, 214, 714) réfléchissant la lumiere d’éclairement (102-702) en
direction de I’objectif de microscope (105, 205, 705) et étant traversée
par la lumiere sortante.

Microscope optique (700) selon la revendication 9, dans lequel le
détecteur optique est un premier détecteur optique (706), le microscope
optique comprenant un second détecteur optique (716), le dispositif
optique comprenant une lame séparatrice non polarisante (766), la lame
séparatrice non polarisante recevant la lumiere sortante (704, 715) et

séparant la lumicre sortante en une premiere portion de lumicre sortante



[Revendication 11]

[Revendication 12]

[Revendication 13]

[Revendication 14]

23

dirigée vers le premier détecteur (706) et une seconde portion de
lumiere sortante dirigée vers le second détecteur (716), la premiere
portion de lumiere sortante comportant une premiere portion de lumicre
réfléchie (778) et une premiere portion de lumiere diffusée (780), un
masque de phase (768) étant agencé pour €tre traversé par la premicre
portion de lumicre sortante, le masque de phase (768) étant configuré
pour appliquer un déphasage entre la premiere portion de lumicre
réfléchie et la premiere portion de lumiere diffusée.

Microscope optique (700) selon la revendication 10, dans lequel le
masque de phase est un premier masque de phase (768), le dispositif
optique comportant de plus un second masque de phase (771) agencé
pour étre traversé par la seconde portion de lumiere sortante, la seconde
portion de lumiere sortante comportant une seconde portion de lumicre
réfléchie (779) et une seconde portion de lumiere diffusée (781), le
second masque de phase (771) étant configuré pour appliquer un
déphasage entre la seconde portion de lumiere réfléchie et la seconde
portion de lumiere diffusée, le premier masque de phase et le second
masque de phase présentant des propriétés de phase différentes.
Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications pré-
cédentes, dans lequel le dispositif optique comporte un condenseur
optique (107, 207, 761) recevant la lumiere d’éclairement en sortie de la
source lumineuse, le condenseur optique (107, 207, 761) étant configuré
pour focaliser la lumiere d’éclairement dans un plan de Fourier (113,
213, 713) de I’objectif de microscope (1035, 205, 705) sur une zone
distante de 1’axe optique de I’objectif de microscope pour produire ledit
angle d’incidence.

Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications pré-
cédentes, dans lequel le dispositif optique comprend au moins une
lentille convergente (108, 208, 762) traversée par la lumicre sortante, la
lentille convergente étant configurée pour imager un plan objet de

I’ objectif de microscope sur ledit détecteur optique.

Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications pré-
cédentes, comportant de plus un systéme de traitement d’images, le
systeme de traitement d’images étant configuré pour :

- enregistrer une pluralité d’images détectées par le détecteur optique a
des instants successifs,

- combiner la pluralité d’images en une image de référence,

- traiter au moins une image détectée par le détecteur optique avec
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I’image de référence de maniere a supprimer des signaux statiques.
Microscope optique (100, 200, 700) selon 1’une des revendications 1 a
14, comportant de plus un systeme de traitement d’images, le systeme
de traitement d’images étant configuré pour :

déterminer un contraste dans une image détectée par le détecteur
optique,

déterminer au moins un parametre d’une particule contenue dans
I’échantillon en fonction dudit contraste, ledit parametre étant choisi
dans le groupe constitu¢ d’une masse de la particule et une position de

la particule dans la direction de 1’axe optique.
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