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Le rayonnement synchrotron est un continuum d’énergie des infrarouges aux rayons X-durs. Avec I'amélioration
des sources — une meilleure stabilité, une plus grande brillance, une plus faible divergence du faisceau et
une meilleure cohérence - de plus en plus de lignes de lumiére & travers le monde, et & SOLEIL en particulier,
proposent des stations expérimentales dédiées & la microscopie.

a majorité de ces lignes utilisent la
Lgrande accordabilité du rayonne-
ment synchrotron pour accéder a une
spécificité chimique directe, proposant
ainsi des méthodes de microscopie sans
marqueurs. Les molécules ou les atomes
de I'échantillon pourront étre excités di-
rectement sans intermédiaires.

On distinguera deux grands types de
microscopies synchrotron :
e Des microscopies pour lesquelles la
focalisation extréme du faisceau syn-
chrotron permet d’atteindre des résolu-
tions nanométriques. La taille du faisceau
définit alors la résolution spatiale. Le
faisceau est focalisé a I'aide d'optiques
adaptées : diffractives, réfractives ou ré-
flectives. Dans cette approche, I'échantil-
lon est en général balayé au point focal
du faisceau pour reconstruire une image
bidimensionnelle de la zone scannée a
partir des photons transmis ou émis
par I'échantillon.
e Des microscopies plein champ ou
le faisceau n'est pas focalisé mais au
contraire éclaire uniformément la zone
d'intérét dans I'échantillon. Les photons
ou électrons émis sont récoltés a l'aide
des détecteurs bidimensionnels. Dans ce
cas, la résolution spatiale dépend princi-
palement du systéme de détection.
Toutes ces méthodes permettent d'uti-
liser des spécificités du rayonnement
synchrotron telles que la cohérence, la po-
larisation variable, le caractére pulsé pour
accéder aux propriétés de I'échantillon.

En infrarouge, les vibrations molécu-
laires sondées donnent des informations
sur les groupes fonctionnels présents et
les modifications subies par I'environne-
ment d’'une molécule. Ainsi en biologie,
il est possible dimager directement les
groupes lipidiques dans les tissus sans
marquage. En physico-chimie des maté-
riaux, on peut suivre une espece molécu-
laire greffée sur une surface en fonction
de paramétres externes tels que la tem-
pérature ou la pression.

En ultraviolet lointain, de nombreux
groupes aromatiques (molécules cy-
cliques) vont naturellement fluorescer,
les oxydes métalliques vont également
émettre de la lumiére, dont la longueur
d'onde dépend de la largeur de bande
interdite de leurs électrons. La pharma-
cocinétique de certains médicaments
devient donc accessible sans mar-
queurs extrinséques.

En augmentant I'énergie des photons
utilisés a l'excitation, ce sont les couches
électroniques des atomes qui vont étre
sondées. Les rayons X de faible énergie,
dits « mous » seront absorbés par les élé-
ments chimiques légers. lls offrent un
avantage supplémentaire diia une fenétre
énergétique particuliére appelée fenétre
del'eau.Entre 280 et 560 eV, I'oxygéne sera
moins absorbant que le carbone, pourtant
plus Iéger que lui, et des échantillons

riches en matiére organique (spécimens
biologiques principalement) pourront
étre ainsi imagés en restant hydratés. De
plus, ce domaine dénergie donne acces
aux métaux de transitions.

Lors de I'absorption des rayons X, des
électrons peuvent étre émis. Les pho-
to-électrons, s'ils sont issus d’'une excita-
tion des niveaux de coeur, permettent de
sonder localement une nouvelle dimen-
sion, I'énergie cinétique des électrons
photoémis (X-PEEM).

Les rayons X de faibles énergies dits
mous (<1 keV) ou tendres (<3 keV) seront
trés fortement absorbés par les matériaux,
ce qui les rend particulierement adaptés
al'étude de matériaux faiblement denses
(matiére molle, matiére organique...).En
outre, cette gamme d’énergie présente
une trés grande densité de seuils d'ab-
sorption, permettant ainsi d'étudier sur
la méme ligne et dans les mémes condi-
tions les différents éléments chimiques
constituants les échantillons (éléments 1é-
gers, métaux de transition, alcalins, terres
rares...). Il faut aussi noter que c'est dans
ce domaine d'énergie que l'on obtient les
meilleures résolutions spatiales (11 nm
en microscopie a balayage). Enfin, cette
gamme d'énergie présente une parti-
cularité unique due a la fenétre de l'eau
comme indiqué plus haut. Au sein de
cette gamme d'énergie les rayons X sont
trés peu absorbés par I'eau et de ce fait
elle permet d'étudier des échantillons
en milieu hydraté. D'autre part, cette fe-
nétre contient les seuils d'absorption des
atomes les plus répandus dans la matiére
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organique (carbone, oxygéene et azote)
et par conséquent elle est particuliere-
ment adaptée pour |'étude du Vivant en
conditions les plus proches possibles de
I'état natif.

A plus haute énergie, les rayons X sont
plus faiblement atténués. Ceci est mis
a profit pour étudier de facon non-des-
tructive des échantillons épais ou des in-
terfaces enterrées. Le fort rendement de
fluorescence X dans cette gamme déner-
gie la rend particulierement adaptée a la
détection d'éléments-traces.

Le rayonnement synchrotron émis par
un onduleur est hautement cohérent. Une
microscopie sans lentilles utilisant la cohé-
rence des faisceaux X tendres ou durs, la
ptychographie, devient ainsi réalisable. La
reconstruction de phase seffectue a partir
de figures de diffraction.

Outre le contraste d'absorption et le
contraste chimique, d’autres types de
contraste peuvent étre obtenus en utili-
sant les propriétés spécifiques du rayon-
nement synchrotron. Ainsi, la polarisation
variable permet de remonter de facon
générale aux anisotropies configuration-
nelles, structurelles et électroniques. En
particulier, I'utilisation de la polarisation
circulaire permet de sonder directement
l'orientation des moments magnétiques.
L'utilisation combinée de la polarisation
circulaire et de la microscopie X offre ain-
si un outil unique permettant d'imager
a haute résolution la structure des do-
maines magnétiques dans des dissipatifs
magnétiques comme les valves de spin,
les jonctions tunnel...

Le caractére pulsé du rayonnement
synchrotron peut étre mis a contribu-
tion notamment via la mise en ceuvre
d’approches de type pompes-sondes,
permettant de suivre des phénomenes
dynamiques a I'échelle de quelques di-
zaines de ps et de nm, ouvrant ainsi la
voie a la caractérisation operando de sys-
témes dynamiques.

Linterférométrie a réseau couple I'ab-
sorption traditionnelle des rayons X avec

la mesure du changement de phase des
photons en fonction de la densité des
pixels traversés dans I'échantillon (la diffé-
rence de densité peut étre de 0,5 mg/cm3).

La plupart des techniques synchrotron
nécessitent et ont adapté des environne-
ments échantillons spécifiques : controle
de température, de pression, d’atmos-
phére. Les nécessités expérimentales
vont souvent déterminer les domaines
d'application d'une technique. Ainsi, les
méthodes de type électronique comme
la microscopie X-PEEM opérent en géné-
ral sous ultra-vide. La faible profondeur
d’analyse des photoélectrons rend en
outre cette technique particuliérement
sensible aux premieres couches ato-
miques de I'échantillon. Cette méthode
est donc parfaitement adaptée a l'étude
des surfaces et interfaces. Les X-durs trés
pénétrants permettent une tomographie
haute résolution des os, des argiles. Les
X-mous trouvent toutes leurs applications
pour imager les matériaux magnétiques
mais possédent également un grand
potentiel en sciences du vivant. Les mi-
croscopies ultraviolet etinfrarouge seront
particulierement adaptées a la biologie et
au Patrimoine.

Le vernis des Stradivarius

Stradivarius employait des matériaux
de base courants a son époque. Grace,
en particulier, aux analyses effectuées en
microscopie infrarouge sur la ligne SMIS, il
a été possible de montrer que, sur tous les
instruments étudiés, il a appliqué un ver-
nis constitué de deux trés fines couches.
La premiére couche, simplement a base
d’huile, similaire a celle utilisée par les ar-
tistes-peintres, offre une légére pénétra-
tion du bois de I'instrument. La seconde
couche estun mélange d'huile et de résine
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Image de microscopie infrarouge obtenue sur la ligne SMIS du synchrotron SOLEIL sur la coupe
du violon le « Provigny » (A. Stradivari, 1716, Crémone, coll. Musée de la musique E.1730.1). L'image
obtenue permet d'identifier et localiser la présence des composés organiques (huile - résine) & I'échelle des
cellules du bois et d'exclure la présence de composés protéiques. En vert : liaisons simples C-O ; en rouge :
groupements carboxyles ; en bleu : amides |, indiquant la présence de protéines - .

Localisation tridimensionnelle d'une amylase digérant un grain d’amidon. La fluorescence de I'acide
aminé tryptophane confenu dans cefte enzyme permet de I'imager sans marqueur.

de pin. Stradivarius y aincorporé différents
pigments utilisés en peinture (figure 1).
Cette étude met donc en évidence I'in-
tention de Stradivarius de donner a ses
instruments leurs célébres teintes rouges.

Les enzymes pour bio-carburants
Les recherches en chimie verte sont
en plein essor. Lintérét croissant pour les

probiotiques (et leurimpact sur la santé) et
la production de bio carburant motivent
de nombreuses études sur la dégradation
enzymatique de biopolyméres tels que
I'amidon et la lignocellulose. L'hydrolyse
de ces substrats solides dépend de leurs
structures semi-cristallines qui peuvent
limiter la diffusion d’enzymes et de ce
fait réduire leur dégradation. Une étude

© L. Bertrand — IPANEMA-SOLEIL, d'aprés Echard et al.

Image d'absorption & 14 keV d'une
mite (a). Projection de phase quantitative de la
méme zone (b (Adapté de Medjoubi et al.).

réalisée sur la branche « IMAGING » de la
ligne de lumiere DISCO a SOLEIL a permis
de suivre in situ les voies de dégradation
de deux enzymes optimisées pour la
production de bio-carburant. Lhydrolyse
des grains d’amidon a été suivie par au-
tofluorescence du tryptophane (excitation
dans la gamme de I'ultraviolet lointain)
et a permis d'identifier deux voies de dé-
gradation antagonistes. Le microscope
ultraviolet développé sur la ligne DISCO
permet de représenter en 3 dimensions
I'interaction enzyme-substrat au cours de
I'hydrolyse (jusqu’a 10 heures), ce qui en
fait un outil particulierement efficace pour
lacompréhension et le suivide I'hydrolyse
des substrats solides (figure 2).

Les cellules de I’ ceil d’une mite

Les structures cellulaires de I'ceil d'une
mite sont clairement visibles par contraste
de phase X (figure 3b) tandis que I'image
d'absorption simple (figure 3a) ne permet
pas d'obtenir autant de détails. Ce type de
contraste est particulierement approprié
aux tissus mous.
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L'ensemble des techniques de microscopie utilisées sur les lignes de SOLEIL.

Naturellement, 'ensemble de ces tech-
niques de microscopies trouve tout son in-
térét dans la combinaison entre modalités
(figure 4). Le recalage, la superposition et
I'intégration des images obtenues sur les
différentes lignes de SOLEIL bénéficient
d’un travail important. Et, au-dela de cor-
rélations entre lignes, SOLEIL s'est doté de
techniques de microscopie qui n‘ont pas
besoin de rayonnement synchrotron. Un
microscope a effet tunnel, un microscope
électronique a balayage, un microspec-
trométre Raman et un microscope mul-
tiphotons sont ainsi disponibles pour
caractériser les échantillons avant utilisa-
tion de la lumiére synchrotron.

Enfin, un microscope a force atomique
permet de caractériser les optiques néces-
saires a chaque technique synchrotron.

En conclusion, grace a l'utilisation du
rayonnement synchrotron de nombreuses
techniques de microscopies a rayons X
peuvent étre mises en ceuvre, avec des
performances inégalées par les appareils
de laboratoire et guidant leurs dévelop-
pements futurs. De plus, le large spectre
en énergie produit par les électrons per-
met le développement de microscopies
complémentaires a ces techniques, dans
les domaines de l'infrarouge et de I'ultra-
violet lointain.

Afin d’aller plus loin, la combinaison
du rayonnement synchrotron avec les
techniques de champ proche utilisant
une pointe permettra d'obtenir une réso-
lution latérale de l'ordre d’une dizaine de
nanométres en mode balayage de surface
(topologie) et une analyse spectrale de
I'infrarouge aux UV avec une résolution
de quelques nanométres également, en
exploitant des effets de champ proche et
derésonances de plasmoniques. Le point
clé, surlequel SOLEIL poursuit une straté-
gie de développement, reste le couplage
optique du rayonnement synchrotron
avec une pointe.
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