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Optique et biosciences

Le microscope de Hooke (1665)

Microscopie non-linéaire (LOB)

Un des « microscopes » du LOB (2026) L. Abdeladim et al., Nat. Comm. 10, 1662 (2019)

 Imagerie en 2D
☺ Résolution limitée par la diffraction (µm²)
☺ Observation d’organismes vivants

Imagerie multimodale en 3D (µm3)

Super-résolution

Spectroscopie résolue en temps



1. Optique non-linéaire et lasers femtosecondes
2. Dynamique multi-échelle des biomolécules
3. Microscopie non-linéaire
4. Quelques méthodes de super-résolution en champ lointain

Diapos

MOOC d’optique non-linéaire : www.coursera.org/learn/physique-optique
M. Joffre, optique non-linéaire en régimes continu et femtoseconde (2010), cel.hal.science/cel-00092964v3

https://www.coursera.org/learn/physique-optique
https://cel.hal.science/cel-00092964v3


Impulsion femtoseconde

Temps Fréquences

Porteuse



Propagation linéaire d’une impulsion femtoseconde

IR UV

www.quantum-physics.polytechnique.fr/fsPropa.php

Susceptibilité linéaire

Indice de réfraction

vitesse de groupe

courbure
positive

Habituellement positive dans le visible : le rouge va plus vite que le bleu.

http://www.quantum-physics.polytechnique.fr/fsPropa.php


Compensation de la dispersion de vitesse de groupe

Le code couleur ne représente plus la phase mais la fréquence instantanée.



Du régime linéaire au régime non-linéaire
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Polarisation non-linéaire :
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Signal périodique
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Génération de seconde harmonique

Génération d’harmoniques



Optique non-linéaire du second ordre

Â(2)

DFG : Difference Frequency Generation
OPA : Optical Parametric Amplification

Â(2)

SFG : Sum Frequency Generation

Â(2)

SHG : Second Harmonic Generation



Optique non-linéaire du troisième ordre

t

Photo : G. Labroille, Ph. Lavialle, M. Joffre

Génération de 3e harmoniqueEffet Kerr optique

IR UV

Génération de continuum spectral



Equation de Schrödinger non-linéaire et solitons

Christophe Finot (U. Bourgogne), hydrodynamic soliton
www.youtube.com/watch?v=hfc3IL9gAts

✓ Propagation linéaire de l’enveloppe

✓ Propagation non-linéaire de l’enveloppe

Dispersion Effet Kerr optique

Solution de type soliton fondamental : 

Pour une forme d’impulsion appropriée, la dispersion
négative est exactement compensée par la non-linéarité.

http://www.youtube.com/watch?v=hfc3IL9gAts


PZT 

Oscillateur femtoseconde

• Effet soliton à « gestion de dispersion » 
• Le taux de répétition est égal à c/(2L), soit 100 MHz pour une cavité de longueur L = 1.5 m.
• Le taux de répétition peut être ajusté en déplaçant le miroir M1, par exemple avec une cale piézoélectrique.
• Réalisation parfaite d’un signal périodique : peigne de fréquences (i.e. série de Fourier) qui a révolutionné la métrologie.

Titane:Saphir

MD2

MD1

M1

M2

Dispersion
négative

Dispersion
positive

et non-linéarité
optique

F. Salin, P. Grangier, G. Roger, A. Brun, Phys. Rev. Lett. 56, 1132 (1986).
P.F. Curley, C. Spielmann, T. Brabec, E. Wintner, F. Krausz, J. Opt. Soc. Am. B 10, 1025 (1993).
Voir problème corrigé D.7, page 203, M. Joffre, optique non-linéaire en régimes continu et femtoseconde (2010), cel.hal.science/cel-00092964v3

M1

M2

https://cel.hal.science/cel-00092964v3


Amplificateur femtoseconde

Oscillateur
40 – 100 MHz

Etireur
Amplificateur
1 kHz – 1 MHz

Compresseur

amplitude-laser.com lightcon.comwww.coherent.com

https://amplitude-laser.com/
https://lightcon.com/
https://www.coherent.com/


Amplificateurs paramétriques optiques commerciaux

TwinStarzz

lightcon.com

amplitude-laser.com

https://lightcon.com/
https://amplitude-laser.com/


Génération d’impulsions femtosecondes sur l’ensemble du spectre électromagnétique

Infrarouge

Ultraviolet

Visible

Microondes

Radio
30 GHz

300 GHz

3 THz

30 THz

300 THz

3 PHz

30 PHz

300 PHz

Fréquence

10 mm

1 mm

100 µm

10 µm

1 µm

100 nm

10 nm

1 nm

Longueur
d’onde

Rayons X

33 ps

3 ps

333 fs

33 fs

3 fs

333 as

33 as

3 as

Période

Titane:Saphir
Yb

OPA

DFG

Redressement
optique

Génération 
d’harmoniques 
d’ordre élevé

Physique
2022

XFELs

Commutation
photoconductrice
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Dynamique interne des protéines

Dynamique moléculaire dans la myoglobine (J.-C. Lambry, LOB)



Dynamique interne des protéines

Dynamique moléculaire dans la myoglobine (J.-C. Lambry, LOB)



Chronophotographie

commons.wikimedia.org/wiki/Eadweard_Muybridge#/media/File:Muybridge_horse_gallop.jpg
commons.wikimedia.org/wiki/Eadweard_Muybridge#/media/File:Muybridge_horse_gallop_animated_2.gif

Eadweard Muybridge (1878)

https://commons.wikimedia.org/wiki/Eadweard_Muybridge#/media/File:Muybridge_horse_gallop.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/Eadweard_Muybridge#/media/File:Muybridge_horse_gallop_animated_2.gif


Cristallographie sérielle femtoseconde (SFX)

European XFEL

D. Sorigué et al., Mechanism and dynamics of fatty acid photodecarboxylase, Science 372, eabd5687 (2021).
T.R.M. Barends et al., Serial femtosecond crystallography, Nat. Rev. Methods Primers 2, 59 (2022)

Une semaine de manip pour 4 instants de mesure



Spectroscopie pompe-sonde « table top »

Detector

Sample

Pompe
Amplifier

Femtosecond

oscillator

Sonde

c = 300 µm/ps

100 fs

100 ps

100 ns

100 µs

15 µm

15 mm

15 m

15 km



Photocycle d’une molécule photo-active complexe

Nécessité de mettre en œuvre une méthode multiéchelle temporelle allant de l’ultra-rapide à l’ultra-lent

Excitation
électronique

(qques fs)

Conversion
interne

(qques 100 fs)

Relaxation vibrationnelle,
isomérisation

(ps – ns)

Changements
structurels
(ps -- µs)

Relaxation thermique
(ns – s)

Coordonnée réactionnelle

S0

S1

S2

S0

S1

Pompe

Sonde



Détecteur

Echantillon

Pompe

Sonde

✓ Deux amplificateurs injectés par deux oscillateurs verrouillés en phase

f

J. Bredenbeck, J. Helbing, P. Hamm, Rev. Sci. Instr. 75, 4462 (2004)

A.C. Yu, X. Ye, D. Ionascu, W.X. Cao, P.M. Champion, Rev. Sci. Instr. 76, 114301 (2005)

Amplificateur
Oscillateur

femtoseconde

Amplificateur
Oscillateur

femtoseconde

✓ Deux amplificateurs injectés par un seul oscillateur

Amplificateur Détecteur

Echantillon

Pompe

Sonde
Amplificateur

Oscillateur

femtoseconde

M. Lorenc, Ch. Balde, W. Kaszub, A. Tissot, N. Moisan, M. Servol, M. Buron-Le Cointe, H. Cailleau, P. Chasle, P. Czarnecki, M.-L.. Boillot, E. Collet, Phys. Rev. B 85, 054302 (2012)

G.M. Greetham, D. Sole, I.P. Clark, A.W. Parker, M.R. Pollard, M. Towrie, Rev. Sci. Instr. 83, 103107 (2012)

T. Mathes, J. Ravensbergen, M. Kloz, T. Gleichmann, K.D. Gallagher, N.C. Woitowich, R. St Peter, S.E. Kovaleva, E.A. Stojkovic, J.T.M. Kennis, J. Phys. Chem. Lett. 6, 239 (2015)

Y. Song, A. Konar, R. Sechrist, V.P. Roy, R. Duan, J. Dziurgot, V. Policht, Y.A. Matutes, K.J. Kubarych, J.P. Ogilvie, Rev. Sci. Instr. 90, 013108 (2019)

Spectroscopie pompe-sonde multi-échelle



Shooting window

Amplificateur Détecteur

Echantillon

Pompe

Sonde

Oscillateur

femtoseconde

Amplificateur
Oscillateur

femtoseconde

ADASOPS : Arbitrary Detuning Asynchronous Optical Sampling

TDC

START

STOP

FPGA

Spectroscopie pompe-sonde multiéchelle à l’aide de la méthode ADASOPS

ADASOPS device

1 ms

Pump oscillator

Probe oscillator

Amplified

Pulses

Oscillators

X. Solinas, L. Antonucci, A. Bonvalet, M. Joffre, Opt. Express 25, 17811 (2017)

L. Antonucci, X. Solinas, A. Bonvalet, M. Joffre, Opt. Express 28, 18251 (2020)

US Patent 10190972B2

Free-running
oscillators

TD
C

 d
el

ay

Oscillator monitoring
1

2
.5

 n
s

✓ Compatible avec des amplificateurs femtosecondes intégrés.
✓ Détermination a posteriori du retard pompe-sonde ± 0.5 ps.
✓ Contrôle actif tir à tir du retard pompe-sonde ± 8 ps.

en.wikipedia.org/wiki/Stroboscopic_effect

https://en.wikipedia.org/wiki/Stroboscopic_effect


L. Antonucci, A. Bonvalet, X. Solinas, L. Daniault, M. Joffre, Opt. Express 23, 27931 (2015)

X. Solinas, L. Antonucci, A. Bonvalet, M. Joffre, Opt. Express 25, 17811 (2017)

Amplificateur
Pompe

Sonde

Oscillateur

femtoseconde

Amplificateur
Oscillateur

femtoseconde

Free-running
oscillators

Spectromètre

Interférences spectrales entre deux lasers femtosecondes indépendants



250 fs

500 ps

1 ns

Spectroscopie multi-échelle visible dans un complexe de cuivre

E. Balanikas, X. Solinas, L. Antonucci, A. Bonvalet, M. Prouteau, I. Sanchez, B. Colasson, J. Abe, P. Changenet, M. Sliwa, M. Joffre, hal.science/hal-05565471 (2026)

https://hal.science/hal-05565471


250 fs

500 ps

1 ns

E. Balanikas, X. Solinas, L. Antonucci, A. Bonvalet, M. Prouteau, I. Sanchez, B. Colasson, J. Abe, P. Changenet, M. Sliwa, M. Joffre, hal.science/hal-05565471 (2026)

Coordonnée réactionnelle

S0

S1 S2

T1
11.3 ps

790 fs

41.2 ns

Spectroscopie multi-échelle visible dans un complexe de cuivre

https://hal.science/hal-05565471


Spectroscopie multi-échelle visible dans des radicaux phenoxyl-imidazolyl

2,3-BpPIC OS CS

E. Balanikas, X. Solinas, L. Antonucci, A. Bonvalet, M. Prouteau, I. Sanchez, B. Colasson, J. Abe, P. Changenet, M. Sliwa, M. Joffre, hal.science/hal-05565471 (2026)

https://hal.science/hal-05565471


At 1950 𝑐𝑚−1

Spectroscopie multi-échelle infrarouge dans la carboxy-hémoglobine

Perpendicular Parallel Magic angle

10.2210/pdb1BBB/pdb

Thomas Gabillet, Adeline Bonvalet, et al. (2026)



Fatty acid photodecarboxylase

D. Sorigué et al., An algal photoenzyme converts fatty acids to hydrocarbons, Science 357, 903-907 (2017)
D. Sorigué et al., Mechanism and dynamics of fatty acid photodecarboxylase, Science 372, eabd5687 (2021)

✓ Photoenzyme exprimée dans une algue permettant de convertir des acides gras en hydrocarbures
✓ Découverte en 2017 au CEA Cadarache par Sorigué et al.
✓ Rendement quantique supérieur à 80%
✓ La production de CO2 peut être directement suivie par spectroscopie infrarouge résolue en temps

Lumière

fatty
acid

hydrocarbon

CO2

70 THz
4.3 µm

2342 cm-1



Spectroscopie infrarouge multi-échelle dans la Fatty Acid Photodecarboxylase

Delay (ps)Delay (ps)

2342.5

2339
2337

270 ps 100 ns 1.4 µs 400 µs

Species
Associated

spectra

D. Sorigué et al., Mechanism and dynamics of fatty acid photodecarboxylase, Science 372, eabd5687 (2021)



D. Sorigué et al., Mechanism and dynamics of fatty acid photodecarboxylase, Science 372, eabd5687 (2021)

Elucidation du photocycle de la Fatty Acid Photodecarboxylase

270 ps
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Green Fluorescent Protein (GFP) Chimie 2008

R.M. Hoffman, Sensors 8, 1157 (2008)

R.N. Day, M.W. Davidson, The fluorescent protein palette: tool for celular imaging, Chem. Soc. Rev. 38, 2887 (2009)

!F!



Microscopie de fluorescence confocale à balayage

☺ « Sectioning », permettant une imagerie 3D par mesures de tranches 2D successives
 Excitation dans le visible (plus de photo-toxicité et plus de diffusion)

!F!

www.zeiss.com/microscopy

http://www.zeiss.com/microscopy


Microscopie 2PEF (2-photon excited fluorescence) à balayage

W. Denk, J. H. Strickler, W. W. Webb, Science 248, 73 (1990).

!F

☺ Sectioning automatique grâce à l’excitation non-linéaire.
☺ Excitation dans l’infrarouge : moins de phototoxicité,

profondeur d’observation plus importante.

!

!

www.quantum-physics.polytechnique.fr/2pef.php

Photo: Brad Amos, MRC, Cambridge

continu

fs

http://www.quantum-physics.polytechnique.fr/2pef.php


Morphogénèse dans un embryon de drosophile observé par microscopie 2PEF

W. Supatto, D. Débarre, B. Moulia, E. Brouzés, J.-L. Martin, E. Farge, E. Beaurepaire,
In vivo modulation of morphogenetic movements in Drosophila embryos with femtosecond laser pulses, PNAS 102, 1047 (2005)



Microscopies non-linéaires

!F

!

!

Possibilité d’utiliser une vaste gamme de processus optiques non-linéaires

2PEF
2-Photon

Excited Fluorescence

SFG
Sum-Frequency

Generation

!

SHG
Second-Harmonic

Generation

!

Milieux non
centrosymétriques

!

THG
Third-Harmonic

Generation

!

!

Interfaces

CARS
Coherent Anti-Stokes

Raman Scattering

Spécificité
chimique

!F

!

3PEF
3-Photon

Excited Fluorescence

!

!

I3

Plus grande
profondeur



Microscopie par génération de seconde harmonique

L. Moreaux, O. Sandre, S. Charpak, M. Blanchard-Desce, J. Mertz, Biophys. J. 80, 1568 (2001)



Microscopie par génération de seconde harmonique résolue en polarisation (P-SHG)

C. Raoux, A. Chessel, P. Mahou, G. Latour, M.-C. Schanne-Klein, Light: Science & Applications 12, 190 (2023)

Unveiling the lamellar structure of the human cornea over its full thickness using polarization-resolved SHG microscopy



Microscopie par génération de seconde harmonique résolue en polarisation (P-SHG)

C. Raoux, A. Chessel, P. Mahou, G. Latour, M.-C. Schanne-Klein, Light: Science & Applications 12, 190 (2023)

Unveiling the lamellar structure of the human cornea over its full thickness using polarization-resolved SHG microscopy



Microscopie par génération de troisième harmonique

Y. Barad, H. Eisenberg, M. Horowitz, Y. Silberberg, Nonlinear scanning laser microscopy by third harmonic generation, Appl. Phys. Lett. 70, 922 (1997)
Voir problème corrigé D.4, page 177, M. Joffre, optique non-linéaire en régimes continu et femtoseconde (2010), cel.hal.science/cel-00092964v3

Annulation du signal par interférence destructive pour un milieu homogène en raison de la phase de Gouy

Sensibilité spécifique aux interfaces et aux structures plus petites que la longueur de Rayleigh.

https://cel.hal.science/cel-00092964v3


Imagerie multimodale dans un embryon de poisson-zèbre

N. Olivier et al., Cell Lineage Reconstruction of Early Zebrafish Embryos Using Label-Free Nonlinear Microscopy, Science 329, 967 (2010)

2PEF THG SHG

2PEF THG SHG

Reconstruction 3D

lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole

https://lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole


Micro-spectroscopie par somme de fréquences résonnante dans les globules rouges

J. Ferrer Ortas et al., Light: Science & Applications 12, 29 (2023)



Imagerie 3D des globules rouges dans un embryon de poisson-zèbre

J. Ferrer Ortas et al., Light: Science & Applications 12, 29 (2023)

lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes
/plateforme-aquacole

https://lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole
https://lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole


Imagerie 3D des globules rouges dans le cerveau d’un poisson-zèbre adulte

J. Ferrer Ortas et al., Light: Science & Applications 12, 29 (2023)

lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes
/plateforme-aquacole

https://lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole
https://lob.ip-paris.fr/presentation/plateformes/plateforme-aquacole
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voir aussi la présentation demain de Jean-François Allemand



La barrière de la diffraction

S.W. Hell, Microscopy and its focal switch, Nat. Meth. 6, 24 (2009).



Microscopie STED (Stimulated Emission Depletion)

K.I. Willig, S.O. Rizzoli, V. Westphal, R. Jahn, S.W. Hell, Nature 440, 935 (2006)

Chimie
2014

Stefan Hell



S.W.Hell, K.I.Willig,M.Dyba, S. Jakobs,L.Kastrup, V.Westphal, in Handbook of BiologicalConfocal Microscopy (J.B. Pawleys ed., Springer, Boston, 2006)

RESOLFT : REversible Saturable OpticaL Fluorescence Transitions



D. Stumpf, N. Jensen, C. Mittelheisser , J. Keller-Findeisen, A.I. Chizhik, M. Kamper, T. Diekmann, F. Habenstein, I. Jansen, J. Enderlein , M. Sliwa,
K. Inamdar, S.W. Hell, S. Jakobs, PNAS 122, e2504748122 (2025)

Microscopie RESOLFT avec la protéine fluorescente PENELOPE

Utilisation d’une nouvelle protéine fluorescente commutable pouvant être excitée dans le rouge, ce qui réduit la phototoxicité.
Les propriétés photophysiques de la protéines (rendement quantique, temps de retour à l’état ON) jouent un rôle essentiel.



Microscopie de localisation

R.E. Thompson, D.R. Larson, W.W. Webb, Precise Nanometer Localization Analysis for Individual Fluorescent Probes, Bioph. J. 82, 2775 (2002)



PALM / STORM
Comment construire une image ? Enregistrer des images successives avec une densité d’émetteurs suffisamment faible.

Eric Betzig

E. Betzig et al., Science 313, 1642 (2006)

PALM : PhotoActivated Localization Microscopy STORM : Stochastic Optical Reconstruction Microscopy

Xiaowei Zhuang

Chimie
2014

M.J. Rust, M. Bates, X. Zhuang, Nat. Meth. 3, 793 (2006)



Bordeaux Imaging Center, www.bic.u-bordeaux.fr/techniques-single-molecule-localization-microscopy/

Photo-activated Localization Microscopy

https://www.bic.u-bordeaux.fr/techniques-single-molecule-localization-microscopy/


La plateforme Morphoscope du LOB

Emmanuel
Beaurepaire

Pierre
Mahou

Comité de sélection:
W. Supatto, M.-C. Schanne-Klein, C. Stringari, A. Chessel



La plateforme ULTRAFAST du LOB

Staff : A. Bonvalet, P. Changenet, M. Joffre, 
J.-C. Lambry, X. Solinas, M. Vos

lob.ip-paris.fr/ultrafast

Michel
Sliwa 

Laura
Antonucci

laura.antonucci@polytechnique.edu
michel.sliwa@polytechnique.edu

https://lob.ip-paris.fr/ultrafast
mailto:laura.antonucci@polytechnique.edu
mailto:michel.sliwa@polytechnique.edu
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