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La présente invention concerne un dispositit (1) pour objectif de microscope, comprenant : - une lame (2), - un réservoir (3) agen -
cé pour contenir du liquide (4) et muni de deux extrémités opposées alignées le long d'une direction d'alignement (5), dont : 0 une
extrémité ouverte (6), prévue pour l'insertion d'une extrémité distale (7) d'un objectif (8) de microscope, et 0 une extrémité fermée
(9) par la lame (2), un dispositif d'espacement (10), situé du c6té opposé de la lame (2) par rapport au réservoir (3), et agencé
pour, lorsque le dispositif d'espacement (10) est placé contre une surface plane d'un échantillon (11), créer un espace intermédiaire
(12) entre la lame (2) et 1'échantillon (11).
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«Dispositif pour objectif de microscope, et procédé d’utilisation d‘un tel

dispositif»

Domaine technique

La présente invention concerne un dispositif pour objectif de
microscope, et un procédé d’utilisation d’un tel dispositif.

Un tel dispositif permet a un utilisateur d’acquérir a partir d'un
échantillon ou de transmettre a un échantillon un signal optique notamment
avec moins d’artefact de détermination de position du plan focal de I'objectif
dans I'échantillon et/ou une meilleure résolution et/ou une minimisation de
perte de signal. Le domaine de l'invention est plus particulierement, mais de
maniére non limitative, celui de la microscopie Raman, notamment pour la
mesure d’épaisseur d’un échantillon et/ou de la profondeur d’un plan de
focalisation.

Etat de la technique antérieure

On connait 'article de Tomba et al. intitulé « Avoiding Coupling Fluid-
Sample Interaction in Confocal Raman Depth Profiling with Immersion
Objectives » et paru en 2008 dans le volume 62, n°7, de la revue Applied
Spectroscopy.

Cet article décrit un dispositif ayant pour objectif et pour résultat :

- d’éliminer toute interface d’‘air ou de gaz (de faible indice de
réfraction, autour de 1) entre un objectif de microscope et un échantillon
(d'indice de réfraction environ égal a 1,5), et

- de n’intercaler entre l|'objectif et I’échantillon exclusivement des
milieux ayant un indice de réfraction trés proche de celui de I'échantillon
(typiquement une huile de couplage d'indice 1,50 et un film en polyéthylene
(PE) d’indice 1,51 pour un échantillon en polypropylene (PP) d‘indice 1,49),

ceci afin de profiter au maximum de la bonne ouverture numérique
de l'objectif de microscope et d’éviter des problémes de résolution, de
détermination de profondeur du plan de focalisation de l'‘objectif, et de
réduction de l'intensité Raman avec l'augmentation de la profondeur de

focalisation de l'objectif.
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Le but de la présente invention est de proposer un dispositif
permettant de s’affranchir de ces mémes problemes tout en permettant une
meilleure adaptabilité du dispositif en fonction de différentes natures
possibles de |'échantillon.

Un autre but de la présente invention est de proposer un procédé

d’utilisation d’un tel dispositif.

Exposé de lI'invention

Cet objectif est atteint avec un dispositif pour objectif de microscope,
comprenant :

- une lame,

- un réservoir agencé pour contenir du liquide et muni de deux
extrémités opposées alignées le long d‘une direction
d’'alignement, dont :

o une extrémité ouverte, prévue pour linsertion d’une
extrémité distale d‘un objectif de microscope, et
o une extrémité fermée par la lame,

- un dispositif d’espacement, situé du c6té opposé de la lame par
rapport au réservoir, et agencé pour, lorsque le dispositif
d’espacement est placé contre une surface plane d‘un échantillon,
créer un espace intermédiaire entre la lame et I’échantillon.

Le dispositif selon I'invention peut étre dénué de moyens pour créer

une dépression dans l'espace intermédiaire.

La lame est de préférence rigide, c’est-a-dire avec un module d'Young
supérieur a 3 GPa (de préférence supérieur a 6 GPa, de maniere
préférentielle a 70 GPa), de préférence compris entre 3 GPa et 200 GPa (de
préférence entre 6 GPa et 200 GPa, de préférence entre 70 GPa et 200
GPa).

Le dispositif d’espacement :

- peut comprendre des moyens pour régler une hauteur, le long de

la direction d’alignement, de ce dispositif d’espacement, et/ou

- peut étre un premier dispositif d’‘espacement et étre
interchangeable, et le dispositif selon l'invention peut en outre
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étre accompagné d‘au moins un autre dispositif d‘espacement de
hauteur différente de celle du premier dispositif d’espacement.

La lame a de préférence une épaisseur supérieure ou €égale a 100

micrometres, de préférence a 130 micrometres.

La

lame peut avoir une épaisseur inférieure ou égale a 500

micrometres.

Suivant encore un autre aspect de l'invention, il est proposé un procédé

d’utilisation d’un dispositif selon I'invention, caractérisé en ce que :

on remplit le réservoir avec du liquide a immersion et on insere
une extrémité distale d‘un objectif de microscope dans le
réservoir par l'extrémité ouverte du réservoir, de sorte que
I'extrémité distale de l'objectif et la lame soient reliées par le
liquide,

on place le dispositif d'espacement contre une surface d'un
échantillon ou autour de l'échantillon de maniére a créer un
espace intermédiaire entre la lame et I'échantillon,

on transporte un signal optique a travers |'objectif, ce transport
de signal optique comprenant une acquisition du signal en
provenance de |'échantillon via I'objectif ou un acheminement du
signal optique jusqu’a l'échantillon via |'objectif, de préférence

avec une distance (non nulle) entre la lame et I’échantillon.

De préférence, le procédé selon l'invention ne comprend aucune

dépressurisation dans l'espace intermédiaire entre la création de |'espace

intermédiaire et le transport du signal.

De préférence, le procédé selon l'invention ne comprend aucune

déformation de la lame entre la création de l'espace intermédiaire et le

transport du signal.

De préférence :

le procédé selon l'invention peut comprendre un réglage d'une
hauteur, le long de la direction d’alignement, du dispositif
d'espacement, et/ou

le dispositif d’espacement peut étre un premier dispositif

d'espacement, et le procédé selon l'invention peut comprendre un
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interchangement (ou remplacement) du premier dispositif
d'espacement avec un autre dispositif d’espacement de hauteur
différente de celle du premier dispositif d‘espacement. Cette
étape d’interchangement ou de remplacement est typiquement
mis en ceuvre avant |'étape de transport du signal optique a
travers l'objectif.

L'écart de l'indice de réfraction du liquide, par rapport a l'indice de
réfraction de la partie de I’échantillon dans lequel se trouve le plan focal de
I'objectif au moment du transport du signal, est de préférence inférieur a
vingt pour cent.

L'écart de l'indice de réfraction de la lame, par rapport a l'indice de
réfraction de la partie de I’échantillon dans lequel se trouve le plan focal de
I'objectif au moment du transport du signal, est de préférence inférieur a
vingt pour cent.

L'indice de réfraction du liquide est de préférence compris entre 1,3
et1,7.

La distance entre la lame et I’échantillon est :

- de préférence supérieure ou égale a 10 micrometres, et/ou

- de préférence inférieure ou égale a 1 millimetre.

le procédé selon linvention peut comprendre une mesure d’une

épaisseur de I'échantillon a partir de I'acquisition du signal.

Description des figures et modes de réalisation

D’autres avantages et particularités de l'invention apparaitront a la
lecture de la description détaillée de mises en ceuvre et de modes de
réalisation nullement limitatifs, et des dessins annexés suivants :

- la figure 1 illustre un objectif 80 et un échantillon 11 selon l'art
antérieur,

- la figure 2 illustre une utilisation du montage la figure 1,

- la figure 3 illustre des données Raman acquises selon |'utilisation de
I'objectif 80 des figures 1 et 2,

- la figure 4 est une vue de coupe de profil d'un premier mode de
réalisation de dispositif 1 selon l'invention en cours d’utilisation sur un

échantillon 11,



10

15

20

25

30

WO 2016/083003 PCT/EP2015/073165

-5—

- la figure 5 est une vue de coupe de profil d'une premiére variante
de dispositif selon l'invention de la figure 4,

- la figure 6 est une vue de coupe de profil d'une deuxiéme variante
de dispositif selon lI'invention de la figure 4 (cette deuxieme variante étant
combinable avec la premiere variante de la figure 5),

- la figure 7 illustre un mouvement de |'objectif 8 de dispositif 1 selon
I'invention des figures 4 a 6,

- les figures 8 et 9 illustrent des données Raman obtenues avec le
dispositif 1 selon l'invention des figures 4 a 6 pour une mesure d’‘épaisseur
de I"échantillon 11,

- la figure 10 illustre des données Raman obtenues avec le dispositif
1 selon l'invention des figures 4 a 6 pour une détermination de la résolution
a la surface supérieure de I'échantillon 11, et

- la figure 11 illustre des données Raman obtenues avec le dispositif
1 selon l'invention des figures 4 a 6 pour une détermination de résolution en
profondeur, et

- la figure 12 est un tableau qui donne différentes valeurs d‘un
facteur de correction F entre le déplacement réel d’ du plan de focalisation
de l'objectif 8 et le déplacement nominal d du plan de focalisation de
I'objectif 8.

Ces modes de réalisation étant nullement limitatifs, on pourra
notamment considérer des variantes de l'invention ne comprenant qu’une
sélection de caractéristiques décrites ou illustrées par la suite isolées des
autres caractéristiques décrites ou illustrées (méme si cette sélection est
isolée au sein d'une phrase comprenant ces autres caractéristiques), si cette
sélection de caractéristiques est suffisante pour conférer un avantage
technique ou pour différencier I'invention par rapport a I’état de la technique
antérieure. Cette sélection comprend au moins une caractéristique de
préférence fonctionnelle sans détails structurels, et/ou avec seulement une
partie des détails structurels si cette partie uniquement est suffisante pour
conférer un avantage technique ou a différencier l'invention par rapport a

I’état de la technique antérieure.
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La figure 1 représente |'état de l'art.

Les figures 1 et 2 illustrent un objectif 80 et un échantillon 11
(d’indice de réfraction ns) séparés par de |'air d’indice na.

L'échantillon 11 est une couche de polymére de TOPAS 8007°® avec
une épaisseur de 165 pm mesurée avec un micrometre MITUTOYO (modéle
15610110).

L'objectif 80 est un objectif d’ouverture numérique égale a 0,9 et de
référence MPLFLN100X d'Olympus.

En référence a la figure 2, lorsque l'on déplace I'objectif de
microscope 80 le long de lI'axe Z au-dessus de I'échantillon 11 entre deux
positions 80a et 80b distants d'une distance d, le plan focal de I'objectif 80
se déplace dans I’échantillon 11 d‘une distance d'.

d est différent de d'.

En outre, il n'y a pas de proportionnalité entre d et d’. Autrement dit,
d’ n‘est pas une fonction affine de d, et il n‘est pas simple de déterminer d’
en fonction de d.

Un tel montage selon I'état de l'art antérieur, au fur et a mesure que
le plan de focalisation de I'objectif 80 s’enfonce dans I’échantillon, pose des
problemes de plus en plus importants de résolution, de détermination de la
profondeur du plan de focalisation de |'objectif 80, et de réduction de
I'intensité Raman.

Par exemple, la figure 3 illustre le profil Raman confocal collecté avec
cet objectif 80 sur I'échantillon 11 en déplagant I’'objectif 80 le long de I'axe
Z. L'axe des abscisses du graphique de la figure 3 est la position nominale A
en uym de l'objectif 80 le long de I'axe Z. Sur la base de ce profil, on arrive a

une mesure erronée d’épaisseur de I'échantillon 11 égale a 89um.

On va maintenant décrire, en référence aux figures 4 a 12, un
premier mode de réalisation de dispositif ou embout ou capuchon 1 selon
I'invention et un procédé selon l'invention d’utilisation de ce dispositif ou
embout ou capuchon 1.

Le dispositif 1 selon l'invention va a l'encontre de I'enseignement
technique de l'article de Tomba et al. intitulé « Avoiding Coupling Fluid-

Sample Interaction in Confocal Raman Depth Profiling with Immersion
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Objectives », et vainc les préjugés techniques de cet article selon lesquels il
faut absolument éliminer tout air entre I'objectif de microscope et
I'échantillon et il ne faut intercaler entre |'objectif et I'échantillon rien que
des milieux ayant un indice de réfraction trés proche de celui de
I"échantillon (typiquement une huile de couplage d‘indice 1,50 et un film PE
d‘indice 1,51 pour un échantillon en PP d’indice 1,49).

En référence aux figures 4 a 6, le dispositif 1 selon I'invention pour
objectif de microscope, comprend une lame 2.

La lame 2 est plane. La lame 2 est une lame a double faces
paralléles. Ainsi, on limite les effets optiques de cette lame.

Le dispositif 1 comprend un réservoir 3 agencé pour contenir du
liguide 4, c'est-a-dire pour retenir le liquide 4 sans que le liquide 4 ne se
répande a I'extérieur du réservoir 3.

Le réservoir 3 est muni de deux extrémités opposées alignées le long
d’une direction d'alignement 5, dont :

o une extrémité ouverte 6, prévue pour linsertion d’'une
extrémité distale 7 d’un objectif 8 de microscope, et
o une extrémité fermée 9 par la lame 2.

Le dispositif 1 comprend un dispositif d’espacement 10, situé du coté
de la lame 2 opposé par rapport au réservoir 3, et agencé pour, lorsque le
dispositif d‘espacement 10 est placé contre une surface plane d’un
échantillon 11, créer un espace intermédiaire 12 entre la lame 2 et
I'échantillon 11.

Le dispositif 1 est dénué de moyens pour créer une dépression dans
I'espace intermédiaire 12. Par dépression, on entend de préférence toute
pression a l'intérieur de l'espace 12 inférieure a 0,8 atmosphére. Le
dispositif 1 est dénué de moyens agencés pour aspirer un gaz en
provenance de l'espace intermédiaire 12 ou au moins dénué de moyens
agencés pour aspirer un gaz en provenance de l'espace intermédiaire 12
sans le remplacer par un autre gaz.

Le dispositif 1 est dénué de moyens pour déformer la lame 2.

La dispositif d’espacement 10 a une hauteur supérieure ou égale a 10

micrometres, de préférence inférieure ou égale a 1 millimetre.
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Selon la variante envisagée, le dispositif d’espacement 10 peut étre
muni :
- de trous pour faire communiquer l'espace intermédiaire 12 avec
I'atmosphére gazeuse environnante autour du dispositif 1, ou

- peut étre fermé pour isoler |'espace intermédiaire 12 par rapport
a I'atmosphéere gazeuse environnante autour du dispositif 1 ; dans
ce cas, le dispositif 1 peut comprendre des moyens pour
remplacer le contenu de l'espace intermédiaire 12 (par exemple
remplacer un contenu initial d’air par un gaz neutre ou tout autre
gaz ou mélange de gaz avec lequel on souhaite mettre en contact
I’échantillon 11).

La lame 2 est rigide. Ainsi, on assure le maintien du volume de
I'espace intermédiaire 12.

La lame 2 a un module d’Young supérieur a E=3 GPa (de préférence
supérieur a 6 GPa, de maniére préférentielle a 70 GPa), de préférence
compris entre 3 GPa et 200 GPa (de préférence entre 6 GPa et 200 GPa, de
préférence entre 70 GPa et 200 GPa). Par exemple, le module d'Young du
verre classique Schott® pour lamelles de microscopes (utilisable pour la
lame 2) est de 72,9 GPa.

La lame a une épaisseur 16 supérieure ou égale a e=100 um ou 130
MM (de préférence inférieure ou égale a 500 micromeétres).

La lame 2 a un Coefficient de contrainte optique supérieur ou égal a
C=3,4.10""* m?/N

La lame 2 a un coefficient de poisson supérieur ou égal a p=0,208

La lame 2 a un Module de cisaillement supérieur ou égal a G=30,1
kN/mm?

La lame 2 a une dureté Knoop HK100 supérieur ou égal a 590.

La lame 2 est en verre ou en polymere.

Dans une premiéere variante de ce mode de réalisation illustré sur la
figure 5, le dispositif d'espacement 10 est interchangeable. Ainsi, sur la
figure 4, le dispositif d'espacement 10 est un premier dispositif
d’espacement 101 interchangeable. Le dispositif 1 est accompagné (par

exemple sous la forme d'un «kit», typiquement sous sa forme
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commercialisée) d’au moins un autre dispositif d'espacement 102 (de
préférence de plusieurs autres dispositifs d’espacement) de hauteur
(définie, comme toutes les autres hauteurs de cette description,
parallelement a la direction d‘alignement 5 ou a l'axe optique de |'objectif 8
qui est parallele a cette direction 5) différente de celle du premier dispositif
d’'espacement 101. Le dispositif d’espacement 101 interchangeable de la
figure 4 peut ainsi étre remplacé par le dispositif d’espacement 102 (plus
haut) tel que représenté sur la figure 5, et inversement. Ceci permet une
meilleure adaptabilité a I’échantillon 11 en fonction :
- des hauteurs des reliefs 18 de I’échantillon 11, ou
- de la hauteur de I’échantillon (par exemple dans une variante ou
sur les figures 4 a 6 la référence 11 serait un support (comme
une lame de microscope) et la référence 18 I’échantillon posé sur
ce support).
- de la distance focale de |'objectif 8 de microscope
Chaque dispositif d’espacement 10 parmi les différents dispositifs
d’espacement interchangeables 101, 102, etc. peut par exemple étre un
anneau ou une rondelle en polymeére et/ou métal anodisé et/ou verre.
Chaque dispositif d’espacement 10 parmi les différents dispositifs
d'espacement interchangeables 101, 102, etc. est agencé pour étre de
préférence maintenu par une force mécanique (coincé, clips€, ou serré) ou
magnétique (aimantation) sur le réservoir 3 ou, de maniere moins préférée,

simplement posé ou mis en contact du réservoir 3.

Dans une deuxieme variante de ce mode de réalisation illustré sur la
figure 6, le dispositif d’espacement 10 comprend des moyens 13 pour régler
(sans interchanger ce dispositif 10) une hauteur 14, le long de la direction
d'alignement 5, de ce dispositif d’espacement 10. Ces moyens de réglage
13 sont agencés pour permettre différentes (de préférence au moins 5)
valeurs non nulles et stables dans le temps de |la hauteur 14 du dispositif
d’espacement 10. Ceci permet une meilleure adaptabilité a I'échantillon 11
en fonction :

- des hauteurs des reliefs 18 de I’échantillon 11, ou
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- de la hauteur de I’échantillon (par exemple dans une variante ou
sur les figures 4 a 6 la référence 11 serait un support (comme
une lame de microscope) et la référence 18 I’échantillon posé sur
ce support).

- de la distance focale de |'objectif 8 de microscope.

Le dispositif d’espacement 10 peut par exemple étre une paire
d’anneaux ou de rondelles 21, 22 munis de moyens pour écarter ces deux
anneaux ou rondelles 21, 22 |'un par rapport a l'‘autre. Ces moyens de
réglage 13 ou d'écartement peuvent par exemple comprendre :

- une vis micrométrique 19 qui tourne dans un pas de vis a travers
I'anneau ou rondelle supérieur(e) 21 et dont la pointe vient en butée de
I'anneau ou rondelle inférieur(e) 22, et

- au moins une (de préférence plusieurs) tige de guidage 20 libre de
coulisser a travers |I'anneau ou rondelle supérieur(e) 21 et qui est fixée a
I'anneau ou rondelle inférieur(e) 22.

En tournant la vis 19, on écarte ou rapproche les anneaux ou
rondelles 21, 22 (en fonction du sens de rotation de la vis 19), pendant que
le mouvement de translation, parallelement a la direction 5, de I'anneau ou
rondelle supérieur(e) 21 par rapport a I'anneau ou rondelle inférieur(e) 22

est guidé par I'au moins une tige de guidage 20.

Ces deux variantes sont combinables. On peut ainsi avoir plusieurs
dispositifs 101, 102, ... interchangeables, chaque dispositif 101, 102, ...
étant équipé des moyens de réglage 13 précédemment décrits.

Dans un procédé d’utilisation du dispositif 1 maintenant décrit, on
procede aux étapes suivantes dans n‘importe quel ordre :

- on remplit le réservoir 3 avec du liquide a immersion 4,

- on insére une extrémité distale 7 (i.e. I'extrémité prévue pour
étre orientée vers un échantillon 11 pour son observation) de
I'objectif 8 de microscope dans le réservoir 3 par l'extrémité
ouverte 6 du réservoir 3, de sorte que l'extrémité distale 7 de
I'objectif 8 et la lame 2 soient reliées (de préférence uniquement)

par le liquide 4,
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- on place le dispositif d'espacement 10 contre une surface de
I’échantillon 11 (ou autour de I'échantillon, par exemple dans une
variante ou sur les figures 4 a 6 la référence 11 serait un support
(comme une lame de microscope) et la référence 18 I’échantillon
posé sur ce support) de maniére a créer l'espace intermédiaire 12
entre la lame 2 et I’échantillon 11.

L'espace intermédiaire 12 est un espace de gaz, de préférence d'air.

Ensuite, on transporte au moins un signal optique a travers |'objectif
8, ce transport d’au moins un signal optique comprenant :

- une acquisition d’un signal optique en provenance de |'échantillon
11 via l'objectif 8 (par exemple un signal de fluorescence de I’'échantillon,
un signal Raman de I'échantillon, un signal d’observation de I’échantillon en
lumiere blanche, etc.), et aussi de préférence une mémorisation
(typiquement dans une mémoire informatique ou électronique) de données
relatives a ce signal et/ou un affichage de ces données (typiquement sur un
écran, ou sur un affichage digital ou sur un cadran analogique a aiguille,
etc.) ; et/ou

- un acheminement d‘un signal optique jusqu’a I’échantillon 11 via
I'objectif 8, (par exemple un signal optique d’excitation de I'échantillon).

Lors de ce transport de l'au moins un signal optique a travers
I'objectif 8 :

- il n'y a pas de contact entre I’échantillon 11 et la lame 2,

- c'est a dire que la lame 2 ne touche pas I’échantillon 11,

- autrement dit qu'il y a toujours une distance 15 (non nulle) entre la
lame 2 et I’échantillon 11.

Lors de ce transport de l'au moins un signal optique a travers
I'objectif 8, la partie de I’échantillon 11 sur lequel est projeté ce signal
optique ou d’ou provient ce signal optique n’est pas en contact de la lame 2
et méme n’est pas en contact d’'une quelconque partie du dispositif 1.

La lame 2 est transparente, c’est-a-dire qu’elle laisse passer au
moins 50% (de préférence au moins 90%) de lintensité lumineuse du
signal optique.

Ce mode de réalisation de procédé selon l'invention ne comprend

aucune dépressurisation (en particulier aucune aspiration de gaz ou aucune
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aspiration de gaz sans le remplacer par un autre gaz) dans l|'espace
intermédiaire 12 entre I'étape de placement du dispositif d’espacement 10
(c'est-a-dire le moment de la création de |'espace intermédiaire 12) et le
transport du signal optique. Par dépressurisation, on entend de préférence
toute étape de diminution de la pression a l'intérieur de I'espace 12 a une
valeur inférieure a 0,8 atmosphere.

On conserve le volume de I'espace intermédiaire 12 inchangé :

- entre I'étape de placement du dispositif d’espacement 10 (c’est-a-
dire le moment de la création de I'espace intermédiaire 12) et le
transport du signal optique, et

- pendant le transport du signal optique.

Ainsi, on améliore l|'adaptabilité de l'invention a Iéchantillon 11,
notamment concernant :

- les effets négatifs de la pression de la lame 2 sur |I’échantillon 11
si I'espace intermédiaire 12 n’existait pas, notamment pour les
échantillons qui peuvent souffrir d’'une pression ou les échantillons
« mous » dont on veut éviter la déformation,

- les besoins de «respirer» de ['‘échantillon (par exemple
échantillon biologique, de peau ou autre), d'étre a l'air libre ou
sous une certaine atmosphére.

Ainsi, le dispositif selon I'invention évite une interaction de la partie
observée de I’échantillon 11 avec un élément extérieur tel qu’un liquide
d'immersion, ou la lame 2, ce qui est important par exemple dans le cas de
diffusion de lumiere par de la peau. On évite ainsi de créer des interactions
« non naturelles » avec I'échantillon 11 et donc de générer des artefacts de
mesure, ce qui est important par exemple pour |'étude de |'absorption de
médicaments ou de cosmétiques sur un échantillon 11 de peau.

Ce mode de réalisation de procédé selon l'invention ne comprend
aucune déformation de la lame 2 entre la création de I'espace intermédiaire

12 et le transport du signal optique.

Selon une premiére variante, on peut interchanger différents

dispositifs d‘espacement 101, 102 comme expliqué précédemment. Cette
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étape d’interchangement ou de remplacement est typiquement mis en

ceuvre avant |'étape de transport du signal optique a travers I'objectif.

Selon une deuxiéme variante, le procédé selon l'invention comprend
5 un réglage de la hauteur 14, le long de la direction d’alignement 5, du
dispositif d’espacement 10, cette étape de réglage étant réalisée via les

moyens de réglage 13 comme expliqué précédemment.

L'indice de réfraction est utilisé dans la présente description pour
10 parler de l'indice de réfraction.

Pour la longueur d’onde A; du signal optique (cas monochromatique)
ou au moins une longueur d‘onde d‘intérét A, du signal optique (cas
polychromatique), I’écart de l'indice de réfraction n,, du liquide 4 (a A), par
rapport a l'indice de réfraction ns (a A) de la partie de I’échantillon 11 dans

15 lequel se trouve le plan focal (position du plan focal a A;) de I'objectif 8 au

moment du transport du signal, est inférieur a vingt pour cent :

nS _nm

< 20%

n

s

L'écart de l'indice de réfraction ng (a A;) de la lame 2, par rapport a

I'indice de réfraction ngs (a A;) de la partie de I'échantillon 11 dans lequel se

20  trouve le plan focal (position du plan focal a A;) de I'objectif 8 au moment du
transport du signal optique, est inférieur a vingt pour cent :

n,—n,
n

s

<20%

L'indice de réfraction du liquide 4 est compris entre 1,3 et 1,7.
La distance 15 (i.e., sur tout le plan de la lame 2 orienté du coté de
25 I'échantillon, la longueur du plus court segment reliant la lame 2 aux reliefs
18 de I’échantillon 11) entre la lame 2 et I'échantillon 11 est supérieure ou
égale a 10 micrometres.
La distance 15 entre la lame 2 et I'échantillon 11 est inférieure ou
égale a 1 millimétre.
30 En référence a la figure 7, lorsque l'on déplace |'objectif de
microscope 8 le long de la direction 5 au-dessus de I’échantillon 11 entre
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deux positions 8a et 8b distants d’'une distance d, le plan focal de |'objectif 8

se déplace dans I’échantillon 11 d‘une distance d'.

En référence & la figure 7, le déplacement réel d’=PsPs est relié au

déplacement nominal d par I’équation (et donc la profondeur réelle Z du

plan de focalisation de l'objectif 8 est reliée a la profondeur nominale A du

plan de focalisation de I'objectif 8):

P' _d Z’g-((x‘zm)

sts T

C1g(a,)

Quand n, = ng, am = as, alors:

d=d’
A=7Z

Autrement dit, dans le cas ou :

- Ng=Nn

S

n

-n,

s

(et de préférence n.=ng) ou par approximation

n,—n,

<1% (et de préférence <1%), et

n

s

I'espace intermédiaire est une lame (de gaz, ou de préférence

d’air) a faces paralléles ce qui est vrai si :

e}

alors d=d".

la lame 2 est une lame a face paralleles, ou au moins la
lame 2 a une face extérieure orientée vers |’échantillon 11
(c’est-a-dire la face de la lame 2 opposée par rapport au
réservoir 3) qui est plane et perpendiculaire a I'axe optique
(direction 5) de l'objectif 8, et

les reliefs 18 sont petits (typiquement quelques
micromeétres, leurs hauteurs étant volontairement tres
exagéreées sur les figures 4 a 6 pour pouvoir les discerner)
par rapport a la distance 15 entre la lame 2 et I'échantillon
11 (typiquement quelques dixiemes de millimetres),

Ainsi selon linvention, on évite les problemes de précision de

positionnement du plan focal de l'objectif et de résolution au fur et a

mesure que I'on s’enfonce dans |’échantillon.

Dans le cas ou :



10

15

20

25

WO 2016/083003 PCT/EP2015/073165

-15 -
. n.—n
- NsENm(#Ng), (typiquement ———"1<20%, de
nS
e n,—n n,—n
préférence |—=——= <10% ; et £1<20%, de
nS nS
préférence | n| < 10%)
nS

- l'espace intermédiaire est une lame (de gaz, ou préférence d’air)
a faces paralléles ce qui est vrai si :
o la lame 2 est une lame a face paralléles, ou au moins la
lame 2 a une face extérieure orientée vers |’échantillon 11
(c’est-a-dire la face de la lame 2 opposée par rapport au
réservoir 3) qui est plane et perpendiculaire a I'axe optique
de l'objectif 8 (et donc a la direction 5), et
o les reliefs 18 sont petits (typiqguement quelques
micromeétres, leurs hauteurs étant volontairement tres
exagéreées sur les figures 4 a 6 pour pouvoir les discerner)
par rapport a la distance 15 entre la lame 2 et |'échantillon
11 (typiquement quelques dixiemes de millimetres),
alors d+d’ mais il existe une proportionnalité entre d et d’. Autrement dit, d’
est une fonction affine de d, et il est simple de déterminer d’ en fonction de
d. Cette proportionnalité peut étre prise en compte par un simple facteur de
correction entre d et d’ (ou entre A et Z). La figure 12 donne différentes
valeurs de ce facteur de correction F pour ns=1,52 * 0,01 en fonction de
I'ouverture numérique N.A. de l'objectif 8 (premiere colonne) et en fonction
de la valeur de n, (nm = 1,333 pour la premiére colonne de valeur du
facteur de correction ou n, = ns pour la deuxieme colonne de valeur du
facteur de correction), avec :
d=Fd
Z=FA
Ainsi selon l'invention, on limite les problemes de précision de
positionnement du plan focal de l'‘objectif et de résolution au fur et a

mesure que |I'on s’enfonce dans |’échantillon.
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Ce mode de réalisation de procédé selon l'invention comprend de
préférence une mesure d’'une épaisseur 17 de I'’échantillon 11 a partir de
I'acquisition du signal optique qui est de préférence un signal Raman.

Par exemple, on a effectué les mesures correspondant aux figures 8
et 9 avec les paramétres suivant.

La lame 2 est en verre Schott®, avec une épaisseur de 130 pm, et un
indice de réfraction de 1,51.

Les parois latérales du réservoir 3 sont de forme cylindrique, avec un
diametre intérieur de 25 millimétres.

Les parois latérales du réservoir 3 sont en matiére plastique,
typiquement en PVC.

Les moyens d’espacement 10 sont un anneau en téflon ou en matiere
plastique tel que du PVC ou en verre et de hauteur égale a 130 pm

Le liquide d‘immersion 4 comprend un mélange de 100 a 0% de 2,2'-
thiodiethanol (TDE, ACROS Organics 420861000) avec 0 a 100% de
solutions (par exemple de |I'eau), de maniére a pouvoir adapter l'indice de
réfraction du liquide 4 entre 1,33 et 1,6 de préférence le plus proche
possible de l'indice de réfraction de |’échantillon. L'indice de réfraction du
TDE est de 1,5206+0,0005 mesuré avec un réfractomeétre Abbe (Zeiss
144865). L'indice de réfraction de I'eau est 1,33.

L'objectif 8 est un objectif LUMPLFLN60XW a immersion a eau de
chez Olympus avec une ouverture numérique de 1,00.

L'échantillon 11 est une couche de polymére TOPAS 8007 (indice de
réfraction 1,53) avec une épaisseur de 165 pm mesurée avec un
micromeétre MITUTOYO (modele 15610110) avec une précision de £1 um,
avec un indice de réfraction proche du Stratum Corneum.

L'espace intermédiaire 12 est rempli d‘air a la pression
atmosphérique.

Les données Raman des figures 8 et 9 sont acquises avec un
microspectrometre Labram HR Evolution (Horiba Jobin-Yvon) équipé d‘un
laser He-Ne d’excitation & 632,8 nm avec un réseau de diffraction a 600

traits par millimétre.
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Un microscope Olympus (sur lequel est monté |'objectif 8) est relié
optiquement au spectrometre, et est équipé d‘un trou de filtrage (pour la
confocalité du systéme) ajusté a 500 um.

L'objectif 8 est monté sur une platine de déplacement a haute
précision permettant des pas de 100 nanometres parallélement a la
direction 5.

Les données Raman des figures 8 et 9 sont obtenues en déplagant la
position du plan de focalisation de l‘objectif 8 a travers I’échantillon 11 a
différentes hauteurs le long de la direction 5 et en enregistrant un spectre a
chaque position de ce plan de focalisation. Chaque spectre est mesuré entre
500 cm™ et 1500 cm™, avec un temps d’acquisition de 5 secondes et 10
accumulations. Chaque spectre est lissé en utilisant un lissage de moyenne
flottante a cing points et une correction de la ligne de base par une fonction
polynomiale automatique. La largeur a mi-hauteur (FWHM) de la courbe
obtenue en suivant la variation de l'intensité intégrée de la bande a 930 cm’
! du TOPAS 8007® (utilisée car elle ne correspond & aucune bande de
vibration du TDE) a été déterminée en fonction de la position nominale A du
plan focal de 'objectif 8 dans I’échantillon en utilisant un script Matlab. On
obtient alors les graphiques des figures 8 et 9. La courbe 23 illustre les
données obtenues avec du liquide d'immersion 4 consistant uniquement en
de l'eau. La courbe 24 illustre les données obtenues avec du liquide
d'immersion 4 consistant uniqguement en du TDE.

Sur les figures 8 a 11, le symbole A fait référence a la profondeur
nominale du plan de focalisation de |'objectif 8 telle que controlée par le
logiciel Labspec 6.0, et qui peut étre différente de la profondeur réelle Z du
plan de focalisation de I'objectif 8 dans I'échantillon 11.

Par comparaison des figures 8 et 9 avec la figure 3 (le graphique de
la figure 3 ayant été acquis avec les mémes conditions que les graphiques
des figures 8 et 9 mais sans le dispositif selon l'invention comme illustré en
figure 1), on remarque que selon linvention on évite ou limite les
problémes de précision de positionnement du plan focal de |'objectif 8
(I'épaisseur de |'échantillon déterminée a 166 um dans le cas de la courbe
23 de la figure 9) et de perte d'intensité de mesure (I’évolution de l'intensité

du signal Raman 23 ou 24 présente un plateau intermédiaire avec un gain
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et une perte en signal (a l'entrée et la sortie de I'échantillon 11) quasi
symétrique par rapport a un axe central respectivement 25 ou 26).

Dans le cas de la courbe 24 (ns=1,53%n,=1,52) de la figure 8, on a
bien A=Z, c'est-a-dire d=d’. On mesure en effet avec le dispositif 1 une
épaisseur de I'échantillon 11 de 166 um qui est comprise dans l'intervalle
d'incertitude de la mesure |'épaisseur de 1651 pm avec le micrometre
MITUTOYO.

Dans le cas de la courbe 23 (ns=1,53#¥n,=1,33), on a A+Z, c'est-a-
dire d#d’. On mesure en effet avec le dispositif 1 une épaisseur de
I'’échantillon 11 de 126 ym présentant un écart d'épaisseur de 24 % par
rapport a I'épaisseur 165+1 um mesurée avec le micrometre MITUTOYO, et
qui démontre bien la nécessité du facteur de correction décrit
précédemment en référence a la figure 7. Dans ce cas on a bien d = 126
Mm, F = 1,314 (pour NA= 1,00) etd'=Fd =1,314 x 126 % 165,5 pm.

Les données des figures 10 et 11 ont été acquises sur le méme
principe que les données des figures 8 et 9, mais en mesurant l'intensité de
la bande & 521 cm™ typique du Silicium (au lieu de 930 cm™) pour
différentes profondeurs nominales A de l'objectif 8. L'échantillon 11 de
TOPAS 8007® est déposé sur une tranche de Silicium. Les mesures sont
effectuées avec le plan focal de I'objectif 8 :

- directement sur la tranche de Silicium (i.e. le dispositif 1 est disposé
sur la tranche de Silicium mais pas sur I’échantillon 11) en visant l'interface
entre |'espace intermédiaire 12 et la tranche de silicium ; ceci correspond au
graphique 27 de la figure 10 ; et

- derriere l'échantillon 11 (i.e. le dispositif 1 est disposé sur
I’échantillon 11) en visant l'interface entre I’échantillon 11 et la tranche de
silicium ; ceci correspond au graphique 28 de la figure 11.

A la vue des figures 10 et 11, on remarque que selon l'invention on
évite ou limite les problémes de perte de résolution en profondeur au fur et
a mesure que l'on augmente la profondeur dans |'échantillon 11, cette
résolution étant de 19 um sur les deux faces opposées de |’échantillon 11
distantes de 165 pm.
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L'invention n’est pas limitée aux exemples qui viennent d’'étre décrits
et de nombreux aménagements peuvent étre apportés a ces exemples sans
sortir du cadre de l'invention.

Les différentes caractéristiques, formes, variantes et modes de
réalisation de l'invention peuvent étre associées les unes avec les autres
selon diverses combinaisons dans la mesure ou elles ne sont pas
incompatibles ou exclusives les unes des autres. En particulier toutes les
variantes et modes de réalisation décrits précédemment sont combinables

entre eux.
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REVENDICATIONS

Dispositif (1) pour objectif de microscope, comprenant :

- une lame (2),

- un réservoir (3) agencé pour contenir du liquide (4) et muni de
deux extrémités opposées alignées le long d’une direction
d’alignement (5), dont :

o une extrémité ouverte (6), prévue pour linsertion d’une
extrémité distale (7) d’un objectif (8) de microscope, et
o une extrémité fermée (9) par la lame (2),

- un dispositif d’espacement (10), situé du cété opposé de la lame
(2) par rapport au réservoir (3), et agencé pour, lorsque le
dispositif d’espacement (10) est placé contre une surface plane
d'un échantillon (11), créer un espace intermédiaire (12) entre la
lame (2) et I'échantillon (11),

caractérisé en ce qu'il est dénué de moyens pour créer une

dépression dans |'espace intermédiaire (12).

Dispositif selon la revendication 1, caractérisé en ce que la lame (2)

est rigide, c’est-a-dire avec un module d'Young supérieur a 3 GPa.

Dispositif selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que le
dispositif d’espacement (10) comprend des moyens (13) pour régler
une hauteur (14), le long de la direction d’alignement (5), de ce

dispositif d’espacement (10).

Dispositif selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que le dispositif d’espacement (10) est un premier
dispositif d’espacement (101) et est interchangeable, et en ce que le
dispositif (1) est en outre accompagné d’au moins un autre dispositif
d’espacement (102) de hauteur difféerente de celle du premier

dispositif d’espacement (101).
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5. Dispositif selon l'une quelconque des revendications précédentes,

caractérisé en ce que la lame (2) a une épaisseur (16) supérieure ou

égale a 130 micrometres.

Dispositif selon I'une quelconque des revendications précédentes,

caractérisé en ce que la lame (2) a une épaisseur (16) inférieure ou

égale a 500 micrometres.

7. Procédé d'utilisation d’un dispositif (1) pour objectif de microscope,

ledit dispositif (1) pour objectif de microscope comprenant :

une lame (2),

un réservoir (3) agencé pour contenir du liquide (4) et muni de
deux extrémités opposées alignées le long d’une direction
d’alignement (5), dont :

une extrémité ouverte (6),

une extrémité fermée (9) par la lame (2),

un dispositif d‘espacement (10), situé du coté opposé de la lame

(2) par rapport au réservoir (3),

ledit procédé étant caractérisé en ce que :

on remplit le réservoir (3) avec du liquide a immersion (4) et on
insére une extrémité distale (7) d'un objectif de microscope (8)
dans le réservoir (3) par l'extrémité ouverte (6) du réservoir (3),
de sorte que l'extrémité distale (7) de l'‘objectif et la lame (2)
soient reliées par le liquide (4),

on place le dispositif d’espacement (10) contre une surface d’un
échantillon (11) ou autour de I'échantillon (18) de maniére a créer
un espace intermédiaire (12) entre la lame (2) et I’échantillon
(11, 18),

on transporte un signal optique a travers |'objectif (8), ce
transport de signal optique comprenant une acquisition du signal
en provenance de l’échantillon (11, 18) via l'objectif (8) ou un
acheminement du signal optique jusqu’a I'échantillon (11, 18) via
I'objectif (8), de préférence avec une distance (15) entre la lame
(2) et I'échantillon (11),



10

15

20

25

30

WO 2016/083003 PCT/EP2015/073165

-22 —

et étant caractérisé en ce qu'il ne comprend aucune dépressurisation
dans l'espace intermédiaire (12) entre la création de |‘espace

intermédiaire (12) et le transport du signal.

Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce qu'il ne
comprend aucune déformation de la lame (2) entre la création de

I'espace intermédiaire (12) et le transport du signal.

Procédé selon la revendication 7 ou 8, caractérisé en ce que:
- il comprend un réglage d‘une hauteur (14), le long de la direction
d'alignement (5), du dispositif d’'espacement (10), et/ou
- le dispositif d’espacement (10) est un premier dispositif
d’espacement (101), et en ce que le procédé comprend un
interchangement du premier dispositif d'espacement (101) avec un
autre dispositif d’espacement (102) de hauteur différente de celle du

premier dispositif d’espacement (101).

10. Procédeé selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, caractérisé

11.

en ce que |'écart de l'indice de réfraction du liquide (4), par rapport a
I'indice de réfraction de la partie de I'échantillon (11, 18) dans lequel
se trouve le plan focal de I'objectif (8) au moment du transport du

signal, est inférieur a vingt pour cent.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 7 a 10,
caractérisé en ce que |'écart de l'indice de réfraction de la lame (2),
par rapport a l'indice de réfraction de la partie de I'échantillon (11,
18) dans lequel se trouve le plan focal de I'objectif (8) au moment du

transport du signal, est inférieur a vingt pour cent.

12. Procédé selon |'une quelconque des revendications 7 a 11,

caractérisé en ce que l'indice de réfraction du liquide (4) est compris
entre 1,3 et 1,7.
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13. Procédé selon |'une quelconque des revendications 7 a 12,
caractérisé en ce que la distance (15) entre la lame (2) et

I’échantillon (11, 18) est supérieure ou égale a 10 micrometres.

5 14. Procédé selon |'une quelconque des revendications 7 a 13,
caractérisé en ce que la distance (15) entre la lame (2) et

I"échantillon (11, 18) est inférieure ou égale a 1 millimeétre.
15. Procédé selon |'une quelconque des revendications 7 a 14,

10 caractérisé en ce qu'il comprend une mesure d'une épaisseur (17) de

I"échantillon a partir de I'acquisition du signal.

15
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