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[Hperiment with purple membranes 

So far we have used computer generated functions and noise, or real but purposely tai-

lored signaIs as those produced with the multi-pulse generator or with the "with and without 

mirror" configuration, applied to a reference compound. In order to check the reliability of 

the experimental set up and of the deconvolution process, a photoactive sample like bacteri-

orhodopsin is probably best suited as it has already been characterized by comparable meth­

ods. Indeed, thermal and structural volume changes which accompany the photocyclic 

activity of bacteriorhodopsin have already been analysed by time-resolved photoacoustic or 

photo thermal methods [30-33,44]. Considering the TRPAS systems shown in Fig. 9, gather-

ing of accurate and stable data proved to be tedious. For example, the task of adjusting and 

maintaining the temperature of the cell was accompli shed through stabilization of the tem­

perature of the who le room. Nevertheless, it has been possible to obtain reproductible data 

from reference and photo active samples at two temperatures. 

Fig. 12 shows such typical raw signaIs at 11.5°Cand 22.5°C. The first graph cornes 

from the reference compound (aquous black ink, A532=0.3). The second graph cornes from 

the photoactive sample, purple membranes in pure water, with the same absorbance18 at 

11.5°C. The third graph cornes from the photoactive sample too but, this time, at 22.5°C.At 

first glance, these three signaIs seem almost similar. Nevertheless a closer look reveals that 

they are everywhere slightly different. The most visible dissimilarity is in the amplitude. 

First, the photoactive sample at Il.5°C signal is less than that of the reference compound at 

the same temperature. It reveals the fact that a part of the light energy is stored by bacteri­

orhodopsin and is dissipated later instead of being irnrnediately converted into heat. Second, 

the photoactive signal at 22.5°C illarger than the one at 11.5°C and even larger than the ref-

18. The quality and functionality of the samples of purple membranes have been established by man y 
spectrophotometer scans and by man y flash photolysis experiments. 
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erence signal at 11.5°C. It is due to the fact that the thermal expansion coefficient of water is 

larger at 22.5°C th an at Il.5°C. Nevertheless, to completely reveal the underlying causes of 
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aIl these small but omnipresent discrepancies between signaIs of that kind, deconvolution is 

needed. 

But first, the reliability of the deconvolution process with such signaIs must be estab­

Iished. After each acquisition of a signal from the reference compound, the cell must be emp­

tied and reloaded with the photoactive sample. Such a refilling process inevitably slightly 

perturbs the system. One must ascertain that these perturbations, in addition to the noise on 

signaIs, will not spoil completely the results. To verify that the perturbations due to the refilI­

ing process do not unduly alter the results, aIl the reference signaIs have been arbitrarily 

grouped two by two. Since the signaIs in a group are both reference signaIs, they are identical 

except for eventual temperature fluctuations, refilling perturbations and noise. The result of 

deconvolution of two identical signaIs is a Dirac delta function whose integral is a Heaviside 

function. 

The upper graph of Fig. 13 is the average of the mutual deconvolution of the signaIs in 

each of 6 groups of reference and photo active signaIs. (The signaIs of the photoactive sample 

too have been grouped two by two.) It departs from a Heaviside function, the ideal result, by 

13% in the X
2 

sense. (The same result at 22.5°C, not shown here, is similar though slightly 

better with a departure of only 10%.) It is not a perfect Heaviside function, nevertheless it 

appears sufficiently good to proceed to further analysis. 

The curve of the second graph of Fig. 13 is the average of the deconvolution of 6 active 

sample signaIs by 6 reference compound signaIs, at Il .SoC. By comparison with the curve of 

the upper graph, even before the discrimination in temperature, three aspects are evident. 

First; at about t z 0, the initial step is smaller than that of the reference curve. It reflects the 

fact that the initial volume expansion due to immediate conversion of Iight into heat is Iess 

with the photoactive sample. Second; after the initial step, the overall shape of the curve is a 
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long slope. It may be due partially to a decrease in volume of the sample and very likely too, 

as discussed earlier, to the non-uniformity in the acoustic sourees of the signaIs participating 

in the deconvolution. Third; at about t:::::; 2.5 ils, there is an obvious and relatively abrupt neg­

ative step which accounts for approximately 25% of the maximum of the function, indicative 

of a contraction in the sample. 

The curve of the third graph of Fig. 13 is similar to, but slightly different from the curve 

of the second graph. It is due to the fact that the thermal expansion coefficient of water is larg­

er at 22.5°C than at Il.5°C while the conformational volume changes of purple membranes 

do not vary, or at least exhibit much small variation than the volume changes ofwater, for the 

same change in temperature. Henee, the effect of purple membrane relatively to the effect of 

water in the sample is much smaller. Consequently, the curve of the third graph will tend to 

behave more like a Heaviside function than the curve of the second graph, though, the effect 

of purple membranes remains visible. 

Sinee the experiments have been performed at two different temperatures, it becomes 

possible to discriminate between the thermal volume changes and the conformational volume 

changes in the photo active sample. Thereafter, we develop the needed equations, applicable 

to the functions obtained by the deconvolution, to perform such a discrimination. 
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Temperature discrimination 

Suppose a function w(t), (w(t) = 0 for t < 0) which represents any heating power ap-

plied to the sample and E(t) the total heat energy released in the sample up to time t . Evi-

dently we then have: 

E(t) = f w(t)dt , [J] (52) 

Let VOT be the volume of the sample for t < 0 , V T( t) the volume of the sample at time t, 

~ V T(t) and ~T T(t) the changes in volume and temperature respectively between time 

t = 0 and time t. The subscript T indicates the temperature at which the experiment is done. 

Thus: 

(53) 

The thermal expansion coefficient at temperature T is defined as: 

1 d ) -1 
UT = VdTVT(t ,[K ] (54) 

If ~ V T and ~T are small enough, we obtain from eq. (54): 

~ V T(t) = UT V T(t)~T(t) (55) 

The relation between heat energy and changes in temperature is: 

E(t) = CT~T(t)PT V(t) (56) 
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in which CT and PT are the specifie heat and the density at temperature T. Combining eq. 

(55) and (56) gives: 

U = _T_ê(t' 
CTPT ) 

(57) 

The source of the signal (originating from an acoustic wave in the cell converted through all 

elements in the chain) is not V T(t) nor ~ V T(t), it is instead the derivative of V T(t). Differ-

entiating eq. (53) and substituting eq. (57) in the result gives: 

d d d d (UT ) UT -i VT(t) = -d (VOT+~VT(t» = -d ~VT(t) = -d -C ê(t) = -C w(t) 
t t t t TPT TPT 

(58) 

Let us denote Wt(t) , the power of the laser applied to the sample. The laser pulse being very 

short relative to the characteristic time of the system, it is considered as a Dirac delta function 

whose amplitude depends on the energy (êO ) in the pulse. So: 

(59) 

Thus, the function ê t , the energy delivered into the sample by the laser is: 

(60) 

-00 

where H(t) is the Heaviside unit step function. If the sample is a reference solution that al-

most instantly converts light energy into heat, then eq. (58), when wt(t) is in place of w(t) , 

becomes: 
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3 
d aTêO [m ] -d VT(t) = -C ù(t),-
t TPT S 

(61 ) 

If the derivative of V T(t) given by eq. (61) was a pure Dirac delta function, with its integral 

equal to unit y, then its effect on the system would be 1 T(t), the characteristic function at tem-

perature T, which is necessary to compute deconvolutions. Since it is not exactly the case, 

because the integral from -00 to 00 of eq. [61] gives (aTêo) / ( CTPT) instead of unit y (which 

would has been the case if the coefficient of the Dirac function in eq. [61] would has been 

unit y), let us den ote by U T(t) the response of the system to the function given by eq. (61). 

Since the system is linear, which implies that a X causes produces a x effects, we immedi-

ately have: 

(62) 

Considering now the case of photoactive purple membranes, which store a part of the 

energy from the laser pulse and release it later in the form of heat or conformational changes, 

we define the following function: 

(63) 

where ET(t) inc1udes a thermal and a conformational component. Let us denote by E eT(t) 

the thermal component that depends on the temperature and by Ec(t) the conformational 

component which will be considered as independent of the temperature. We directly have: 

(64) 
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The thermal power released by the photoactive sample versus time is denoted a(t). We 

suppose that a(t) (but not its associated volume change) is independent of the temperature. 

Since a(t) does not contribute to the conformational component, then from eq. (58), with 

a(t) in place of w(t), and eq. (63) and (64) we obtain: 

UT 
= -c a(t) 

TPT 

If we repeat the experiment at two different temperatures T] and T 2 we obtain: 

EeT (t) = k] a(t) 
1 

in which: 

From eq. (66) we draw: 

= 

(65) 

(66) 

(67) 

(68) 

Denoting by DT(t) the response of the system to the function ET(t) we have by definition 
1 1 

of convolution: 

DT(t) = 1 T(t) • ET(t) 
1 1 1 

(69) 
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and then, following eq. (47): 

Bringing eq. (62) and (67) in eq. (70), we obtain: 

where: 

Eq. (64) expressed in terms of Tl and T 2 gives the following system: 

ET
l 
(t) = E eT

l 
(t) + E c(t) 

ET (t) = E eT (t) + E c(t) 
2 2 

Eliminating E cU) in eq. (73) and bringing eq. (68) in the result gives: 

(70) 

(71 ) 

(72) 

(73) 

(74) 

Expressing eq. (71) and (72) in terms of Tl and T 2 ' bringing the result in eq. (74) and rear-

ranging the terms gives: 

(75) 

With eq. (71), (72) and (75) in (73) to solve the system, we get: 
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(76) 

Integrating eq. (75) and (76) gives the volume changes due to thermal release at Tl' 

(~V T (t)) and the volume changes due to conformational modifications (~Ve U)): 
1 

(77) 

(78) 

-12 3 Choosing Tl = 11.5 oC and T 2 = 22.5 oC, we ob tain kl = 25.8 x 10 m IJ and 

k2 = 55.9 x lü-
12

m3/J. The energy absorbed by the sample for each laser pulse is 

30 ± lümJ without mirror. With a mirror we obtain EO = 37 ± 12mJ. Al and A2 are the 

functions resulting from the deconvolutions of the photoactive sample signaIs by the refer­

ence compound signal at 11.5°C and 22.5°C respectively. With these values and functions , 

eq. (77) gives the curve 1 of the upper graph of Fig. 14. It is the thermal volume change of 

the active sample at 11.5°C. Eq. (78), with the same parameters and functions gives the curve 

4. It is the conformational volume change of the active sample. 

If we repeat the computations with the same parameters but, this time, with A land A2 

being the result of the deconvolution of reference compound signal by another reference com-

pound signal at 11.5°C and 22.5°C respectively, we obtain the gray curves (2 and 3) of the 

upper graph of Fig. 14. Curve 2 is the thermal volume change of the reference compound so-
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lution at Il.5°C. Curve 3 is the conformational volume change of the reference compound 

solution. 

About the se results we can say, first, that curve 1 and 2 of the upper graph of Fig. 14 

should be almost equal. In fact, curve 2 should correspond to the volume change induced by 

the a laser pulse of an energy of 37 ml completely transformed into heat. Curve 1 should be 

the same but slightly lower. The difference corresponding to the energy stored by the bacte­

riorhodopsin in the br->K transition of its photocycle. If aU br in the excited volume was in 

the K state (with an energy content of 160 kl/mole [27]) at the end of the laser flash, then, at 

an absorbance of 0.3, with a molar absorption coefficient of 45000 at 532 nm, it would mean 

that at most 168 III of the 37 ml of the laser pulse were stored. It would mean a difference in 

thermal volume change of 0.5% (invisible on the graph). The volume swept by the laser beam 

in the ceU is 159 x 10-
9 

m3. This volume of water, at 11.5°C, heated by 37 ml, gives a vol­

ume change of 0.95xlO-
12 

m3. The curves 1 and 2 are, as expected, approximate Heaviside 

functions of average amplitude of 0.96xlO-
12

m3 and 0.91xlO-
12

m3 respectively. These 

three values almost agree. The discrepancy between curve 1 and 2 gives and ide a of the ac­

curacy of the whole process. 

Second; the curve 3 of the upper graph of Fig. 14 is the conformational volume change 

of the reference compound. It should be zero everywhere. It is only approximately zero. Here 

too it gives an idea of the accuracy of the whole process. 

Third; the curve 4 represents the conformation al volume changes of the photoactive 

sample. Note that aU the photoactive signaIs have been obtained from sample corning from 

the same solution of purple membranes in pure water. Results at Il.5°C and at 22.5°C have 

been obtained during subsequent measurement sessions at the laboratory. The curve 4 is, in 
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fact, as for the other curves, the average of all the results from all the available deconvolu-

tions. This curve is reproduced in black in the lower graph of the Fig. 14. The gray back­

ground of this graph is the stacking of all the fifteen results functions that have been averaged 

to give the final result. It shows the dispersion of the results and another idea of the accuracy 

of the whole process. 

Furthermore, the overall shape of the curve 4 is a long negative slope. As discussed ear-

lier, it may be due partly to a decrease in volume of the sample and very likely too, to the non-

uniformity in the acoustic sources of the signaIs participating in the deconvolution. If we sup­

pose, which is very unlikely to be exact, that the component due to this non-uniforrnity is the 

straight line which would be the best fit to the curve 4 between 2.5 ilS and 140 ilS, and if we 

subtract this line from curve 4 and pull back the first point of the function to zero, we obtain 

the curve of Fig. 15. It is an interesting curve but drawing more conclusions from it at this 

time would be hazardous. A completely new, different and more accurate system should be 

built to clear up this question. 
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Nevertheless the curve 4 of Fig. 14, as the curve of the lower graph of Fig. 13, show 

obvious and relatively sharp negative steps at about t :::::; 2.5 ils. It represents a contraction of 

420x1O-15 m3. The accuracy of the amplitude of this contraction and the precise time of its 

occurrence may be arguable but its mere existence is hardly contestable since nothing sirnilar 

is present on any of the reference curves which have been obtained through the same physical, 

mathematical and numerical treatments. 

It is adrnitted that during the few nanoseconds of the laser flash a photoequilibrium is 

established between br and its K photointermediate [27, 30]. At the end of the flash, only the 

molecules in the K state will accomplish the photocycle. Let us nevertheless suppose that all 

the molecules in the excited volume are in the K state at the end of the laser flash. Then the 

-15 3 - 30 3 contraction of 420xl0 m at t:::::; 2.5 ils means a contraction of 665 x 10 m Imolecule. 

It represents a volume change of about 1 % of the volume of the molecule, or the volume of 

about 20 molecules of water. It may seems small but according to values found in the litera-

ture it is quite large. In [45] a volume expansion of 100 x 10- 30 m3/molecule is reported in-

stead of a contraction. The authors of [33] have obtained a contraction of 3.7 x 10-
30 m31 

molecule. In the same paper, a comparison between different results of volume changes in the 

rnicrosecond time scale is presented. It goes from -20 x 10- 30 m3/molecule to 

100 X 10-
30 

m3/molecule. AlI the se results are summarized in Table 15. As we can see, there 

is still a controversy on that point. Nevertheless, our result of -665 x 10-
30 

m3/molecule ap-

pears as an outlier. There are two possible reasons for such a result. 

First; the excited volume of the sample may be much larger than the cylinder in the cell 

with the diameter of the laser beam (4.5 mm). The walls of the cell are the imperfect faces of 

a square glass tube. The laser beam is distorted and diffused when it goes through these walls 
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+ 100 xlO -30 m3 / molecule 

- 3.7 xlO-30 m3 / molecule 

- 20 xl 0 -30 m3 / molecule 

- 665 xlO-30 m3 / molecule 

and through the sample. This perturbed beam is retumed back into the eell with the rnirror. 

Renee, it is very likely that the excited volume of sample is larger than a cylinder of 4.5 mm 

in diameter, resulting in a greater number of excited molecules. For an excited volume of 1 

3 -30 3 cm , the measured volume change would be -106 x 10 m /molecule, a result comparable 

in absolute amplitude to that of ref. [45] but with a different sign. 

Second; we have used an energy density of _1018 photons/cm2 which is _102 and -104 

times more than the density used by the authors of ref. [45] and ref. [33] respectively. As dis­

cussed in [27] and [33], such a high density could alter and even le ad to overestimate the re-

sults. Nevertheless, with our rudimentary system, our main coneem was more to test the 

possibility of using Fourier transform for deconvolution of TRPAS signaIs th an to obtain per­

fectly accurate and definitive results. EssentiaIly, this objective has been fulfilled. 
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Conclusion 

One of the main purpose of this paper is to discuss the pertinence to use Fourier trans­

form for deconvolution of real, digitized and noisy signaIs in general and, more particularly, 

those from TRP AS systems. It has been shown that an almost mandatory prerequisite to ob­

tain correct deconvolution results is the use of a highly accurate numerical Fourier transform 

method. Without such a method, the results may be greatly distorted, even with noiseless sig­

naIs. 

Another important obstacle to a wide use of Fourier transform in deconvolution is the 

so-called noise generation due to the division in the transformed domain. In fact, as discussed, 

there is not really a "generation" of noise; the noisy result of deconvolution is the necessary 

behavior of a good deconvolution system for noisy input signaIs. It has been shown that Fou­

rier transform is usable and perform very weIl for deconvolution if the noise in the initial sig­

naIs is sufficiently reduced by any means which does not destroy the seeked information. A 

very good way to do so is simply to average a sufficient number of initial signaIs. 

A real test with a TRPAS system submitted to multiple laser pulse, recorded by photo­

diode for comparisons, have shown that a proper deconvolution method can produce correct 

results, in amplitude as weIl as in time. This same test reveals that the two time-related limi­

tations in TRP AS experiments, the smallest time resolution linked to the diameter of the laser 

beam and the maximum duration of measurements, limited by the reflections of signaIs, can 

be removed with proper deconvolution. Another difficulty with TRP AS systems, not related 

to but exposed by deconvolution, is that of the amplitude dissymmetry between the sources 

of acoustic signals in reference and photo active signal. We have discussed the effect of this 

dissymmetry in the case of our particular system.This problem should be addressed to obtain 

correct results with any TRPAS systems. 
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Tests performed with purple membranes have shown that it is possible to obtain signif­

icant and plausible results. Once the equations for temperature discrimination were estab­

lished and applied to results of deconvolution, signals prove to be clean enough to allow 

estimation of conformational volume changes of bacteriorhodopsin. 
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Synoptique 

Le prenùer point à mentionner en conclusion est sans doute le fait que nos objectifs fu­

rent atteints. Nous voulions voir ces "tremblements de protéines". Nous les avons vus! Évi­

demment la route fut longue et parsemée d'embûches de toutes sortes. Mais à force de temps 

et surtout d' une confiance indéfectible dans une certaine philosophie du travail et de l' appro­

che des questions scientifiques, les problèmes furent, un à un, résolus. 

Nous avons toujours l'impression, lors de la confection d'un rapport de recherche, que 

ce dont nous devons et pouvons parler ne représente qu'une faible partie de tout ce qu'il a 

fallu faire pour atteindre quelques résultats intéressants. C'est, d'une part, pour atténuer un 

peu cette impression et, d'autre part, pour mentionner ou préciser certains aspects du travail 

que nous allons, avant de conclure formellement, passer en revue quelques éléments qui ne 

pouvaient trouver leur place dans le cadre d' articles scientifiques, mais qui n'en demeurent 

pas moins importants pour la compréhension de la problématique, ou tout simplement, pour 

la quiétude d'esprit du lecteur. L'ordre de présentation de ces éléments suivra l'ordre logique 

ou chronologique de la génération d'un résultat final , à travers toute la chaîne des composants 

du système SPART, et ce, à partir de l'énùssion de l'impulsion laser. 
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Le laser et les impulsions multiples 

Le premier élément de la chaîne est bien sûr notre bon vieux laser Y AG (Yttrium Alu­

minium Gamet). Il s'agit d'un laser des premières générations de ce type. Il exhibe de ce fait 

certaines qualités et certains défauts reliés à ses origines. C'est une grosse machine encom­

brante, pas très puissante et capricieuse. Par contre, tous ses éléments sont facilement acces­

sibles, démontables, et réparables. Sous plusieurs aspects, elle semble incomplète. Les 

montures d'ajustements fins sont pratiquement inopérables. Les cristaux sensibles à la tem­

pérature et à l'humidité ne sont pas scellés. Il a fallu lui construire un système de maintien de 

la température. On ne compte plus les fois où il a fallu démonter, réaligner, remonter et réa­

juster cette machine pour la garder en vie. Bien souvent, pour des raisons de coûts ou de dis­

ponibilité, il a même fallu construire de toutes pièces les outils pour ce faire: système de 

photodiodes rapides, amplificateurs, absorbeurs, montures ... Cependant, cela nous a amenés 

à étudier et comprendre assez à fond les principes de fonctionnement des lasers en général, 

et de ce type de laser en particulier. 

Un élément important dans la vérification de la validité des résultats produits par l'en­

semble du système SPART fut la possibilité de générer une impulsion laser multiple servant 

à mimer la réponse d'une solution photoactive. Revoyons donc brièvement comment fonc­

tionnait notre laser afin d'être en mesure de mieux saisir la façon dont nous l'avons modifié 

pour ce faire. 

Une puissante lampe à décharge illumine pendant quelques centaines de microsecondes 

la tige lasante, un cristal YAG. Un interrupteur optique (Q-switch) placé dans la cavité réson­

nante, i.e. entre les deux miroirs, empêche l'effet laser de se produire et la tige de se déchar­

ger. Après un intervalle de temps précis, déterminé lors de l'ajustement du laser, la charge 

d'électrons pompés dans la tige YAG est à son maximum. Alors, l'interrupteur est brusque-
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ment ouvert et l'impulsion laser de quelque 15 nanosecondes émerge avec puissance. Cette 

impulsion est un paquet d'ondes électromagnétiques dont la longueur d'onde centrale est de 

1064 nm. Le faisceau (on peut parler de faisceau, car la durée de l'impulsion donne un javelot 

de lumière de quelque 5 m de long) est acheminé sur un cristal transparent qu'il traverse. 

Lorsque l'intensité du faisceau et donc le champ électrique en son sein sont assez grands, 

l'état d'excitation des électrons du cristal atteint des régions non-linéaire. C'est un fait ma­

thématique que tout signal, si monochromatique soit-t-il, génère des harmoniques, lorsque 

transmis par un élément non-linéaire. Conséquemment, au sortir de ce cristal, le faisceau laser 

est constitué d'une superposition de la fondamentale à 1064 nm et de toutes les harmoniques, 

lesquelles évidemment décroissent d'intensité avec la longueur d'onde. Par une série de pris­

mes et de collimateurs nous ne conservons que la composante verte à 532 nm; une longueur 

d'onde d'un beau vert clair, adéquate pour nos expériences. 

L'interrupteur optique est constitué de deux polariseurs dont les plans de polarisation 

sont parallèles. Un de ces polariseurs est constitué d'un cristal dont le plan de polarisation 

tourne sous l'effet d'un champ électrique de quelques milliers de volts par cm. Un ajustement 

très méticuleux et très capricieux de cette tension (car dépendant aussi de la température et 

de l'orientation du cristal) amène le plan de polarisation du cristal, perpendiculaire à celui du 

polariseur fixe. L'interrupteur optique est alors fermé. Un circuit électronique de synchroni­

sation, lui aussi soigneusement ajusté, produit au bon moment une impulsion qui porte en 

avalanche une chaîne de transistors, laquelle est montée de façon à court-circuiter les électro­

des de polarisation du cristal. La tension sur le cristal devient momentanément nulle, son plan 

de polarisation se rétablit, l'interrupteur optique est ouvert, l'effet laser se produit. 

C'est à ce point que s'introduit le générateur d'impulsions multiples mentionné dans le 

deuxième article. Nous avons construit un circuit électronique qui intercepte le signal de mise 

en avalanche des transistors et l'achemine à l'entrée d'une cascade de 3 circuits intégrés, 
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montés en monostable. Chacun de ces circuits intégrés, après un délai ajustable, génère à son 

tour une impulsion. Les impulsions de tous ces monos tables sont ensuite conduites à un mé­

langeur, lequel donne enfin le train d'impulsions requis. C'est ce train d'impulsions qui est 

retourné à la chaîne de transistors de l ' interrupteur optique. Ainsi, pendant une seule décharge 

de la lampe de pompage, on a pu ouvrir 3 fois l'interrupteur optique. 

On obtient ainsi, pendant un seul tir, 3 impulsion laser, séparées chacune de quelques 

microsecondes à quelques dizaines de microsecondes. L'intensité de la lampe à décharge du 

laser ayant un profil à peu près de forme ate -bt, a, b > 0, il est possible, en positionnant les 

3 impulsions adéquatement dans le temps pendant l'éclair de la lampe, de faire varier les am­

plitudes des 3 impulsions laser résultantes. Évidemment, les amplitudes des impulsions laser 

et les temps où elles surviennent ne sont pas indépendants. Cependant, il nous restait toujours 

assez de souplesse pour produire des signaux adéquats pour les fins auxquelles ils étaient des­

tinés. 

Un autre petit circuit, fait maison, constitué d'éléments d' accord d'impédance et d 'une 

batterie de photodiodes rapides (MRD-500) fortement polarisées en inverse pour en réduire 

au maximum la capacitance et ainsi en augmenter la vitesse, a été utilisé pour "voir" sur os­

cilloscope les impulsions laser. Nous avons donc construit tout ce qu'il fallait pour contrôler 

la véracité des résultats de notre système SPART, incluant les déconvolutions de ses signaux 

réels et bruyants. 
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la cellule et le froid 

Les impulsions laser requises étant disponibles, acheminons-nous maintenant vers leur 

destination: la cellule munie de son capteur, lequel est constitué d'un film de plastique piézo­

électrique pressé entre le fond de la cellule et un cylindre plein fait de plomb. Le plomb sert 

à atténuer les oscillations parasites (ringing). Nous avons suffisamment parlé en introduction 

et dans le deuxième article des contraintes présidant à la mise au point d'une cellule fonction­

nelle. Nous ne retiendrons ici que quelques points descriptifs et quelques faits cocasses. 

Pour des raisons déjà mentionnées, notre cellule, constituée d'un tube de verre carré, 

fermé au bas d'un disque de quartz collé à l'époxy, avait plus d'un mètre de long. Il fallait 

pouvoir vidanger fréquemment cette cellule sans la bouger et sans presque lui toucher. Un 

système de trompe à eau et un petit piston carré de teflon permettait d'effectuer la tâche avec 

beaucoup de délicatesse. 

Notre bain thermostaté étant trop vibrant et pas assez puissant pour une si longue cel­

lule, l'ajustement de la température, nécessaire pour la discrimination des composantes ther­

mique et conformationnelles des signaux, fut une constante peine. Tout le laboratoire devait 

être amené et maintenu à la température requise. Les mesures à 22°C, bien que difficiles à 

stabiliser furent tout de même praticables. Par contre les mesures à basse température ne fu­

rent atteintes qu'en démontant les fenêtres et en mettant à profit notre merveilleux hiver ca­

nadien et/ou québécois. Après quelques semaines de mesures acceptables, il est apparu que 

ce n'étaient pas les meilleures conditions pour le matériel, non plus que pour l'expérimenta­

teur ou ses relations sociales ... 
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La solution de référence 

Nous avons mentionné dans le deuxième article que notre solution de référence était de 

l'eau distillée, amenée à la même absorbance que la solution de membranes pourpres, par 

l'ajout d'encre noire. Dans la littérature, sauf en un endroit où aussi de l'encre noire fut utili­

sée, l'usage de solutions de chlorure de cuivre ou de bromocrésol pourpre semble de mise. 

L'encre, d'usage beaucoup plus simple et donnant une absorbance beaucoup plus stable, fut 

adoptée pour nos mesures. Cependant, préalablement, nous fîmes des comparaisons de si­

gnaux, produits avec de l'encre, du chlorure de cuivre et du bromocrésol pourpre. Ces si­

gnaux demeuraient indiscernables quel que fut le colorant utilisé. De plus, puisqu'une 

solution d'eau et d'encre ne contient, à la différence d'une solution d'eau et de membranes 

pourpres, ni lipides ni protéines; il fallait vérifier si les propriétés thermo-acoustiques de notre 

solution de référence étaient bien les mêmes que celles de la solution active. Pour ce faire 

nous avons pris deux solutions d'eau et d'encre de même absorbance et avons ajouté à l'une 

d'elles de l'albumine sérique bovine (une protéine) jusqu'à une concentration équivalente à 

celle d'une solution de bactériorhodopsine d'absorbance égale à 2. Puisque les absorbances 

utilisées pour les mesures subséquentes furent de 0.3, cela représentait une marge de sécurité 

suffisante. Aucune différence entre les signaux produits par ces deux solutions ne fut obser­

vée. Ce résultat, conforme à ceux de la littérature, nous a permis de croire que nos solutions 

actives et de références avaient des propriétés thermo-acoustiques visiblement identiques. 
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la puissance du laser 

Dans les équations, apparaissant dans le deuxième article, ayant pour fins la discrimi­

nation en température entre les composantes thermiques et conformationnelles des signaux 

déconvolués, une quantité importante est présente. Il s'agit de la quantité d'énergie venant du 

faisceau laser et absorbée par l'échantillon. N'ayant pas de joulemètre adéquat, cette quantité 

fut déterminée par calorimétrie. Un nombre connu d'impulsions laser furent lancées dans une 

cuvette de masse connue, contenant une quantité connue de solution de référence. La varia­

tion de température fut mesurée. Les mesures de température furent poursuivies suffisam­

ment longtemps après la fin de la salve d'impulsions laser, pour estimer, pendant un même 

intervalle de temps que pendant la chauffe, les déperditions de chaleur dans le milieu am­

biant. Nous avons obtenu, bien qu'entaché d'une erreur assez grande, le résultat cité dans le 

deuxième article, soit environ 30 ml. Ce qui est très plausible considérant notre type de laser. 
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Logiciels, programmes et machines 

Il Y a peu à dire qui n'ait déjà été dit concernant les éléments subséquents de la chaîne 

du système; soient les capteur, amplificateur, oscilloscope, synchronisateur et ordinateur. 

Nous arrivons donc en bout de chaîne à la manipulation et au traitement des signaux. Quel­

ques mots d'abord sur le choix des logiciels utilisés. 

Pour manipuler et tester avec grande précision les équations apparaissant dans les dé­

veloppements du premier article, il fallait un logiciel puissant de calcul symbolique assorti de 

grandes capacités numériques. Nous avons étudié et testé les logiciels Theorist, Mathematica 

et Maple. Theorist est d'usage très souple, mais il n'est pas programmable et la précision des 

calculs est de moins de 20 chiffres significatifs. Mathematica et Maple se comparent assez 

bien. Cependant les algorithmes internes de Maple nous sont apparus plus robustes, plus puis­

sants et plus rapides que ceux de Mathematica. Maple nous a semblé aussi plus souple et 

d'une syntaxe plus fraîche. La précision (le nombre de chiffres significatifs utilisés dans les 

calculs) n'est ajustable qu'au début d'une session de travail, par une commande spéciale, 

dans Mathematica. Dans Maple, la précision est ajustable n'importe où et n' importe quand; 

on peut donc accorder toute la précision voulue là où il le faut et revenir à de basses précisions 

de quelques dizaines de chiffres significatifs pour accélérer les calculs moins critiques. Les 

capacités de transport des programmes Maple sont aussi très utiles. Nos programmes déve­

loppés et testés sur un petit ordinateur de table Macintosh pouvaient être exécutés directement 

sur l'ordinateur central de l'Université, un mM RISC 6000, lorsque de grandes capacités de 

mémoire étaient requises. Nous avons donc opté pour Maple. Tous ces logiciels sont inter­

prétés et non compilés; bien que très puissants et d'une utilité incomparable pour les déve­

loppements mathématiques et leur vérification, ils demeurent cependant trop lents pour les 

traitements numériques massifs et répétitifs. 
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Pour l'acquisition des données, le traitement numérique des signaux et la mise en gra­

phique, nous avons opté pour le logiciel Igor de WaveMetrics. C'est un logiciel d'une sou­

plesse et d'une vitesse exceptionnelle. Il est programmable et toutes les fonctions prédéfinies 

ou ajoutées sont compilées. Nous avons pu, grâce aux "opérations externes" de Igor, réaliser 

un programme d'acquisition de données pour interfacer l'ordinateur du laboratoire avec les 

oscilloscopes numériques Nicolet dont nous faisions usage. 

Le programme de déconvolution comme tel fut réalisé dans Igor. C' est un programme 

qui, dans le format de ce texte, fait 55 pages. Nous ne le mettrons donc pas en annexe! Il com­

porte les algorithmes d'affinement des transformée de Fourier directe et inverse présentés 

dans le premier article, la procédure de déconvolution par transformée de Fourier ainsi que 

des fonctions de contrôle et d'affichage graphique des résultats. 

Un programme que nous avons développé dans Maple (de Waterloo Maple Software) 

et donnant tous les coefficients des filtres Savitzky-Golay symétriques ou asymétriques, pour 

n'importe quel ordre et n'importe quel nombre de points, a fourni le matériel à l'implantation 

dans le programme Igor de déconvolution d' un filtre SG d'ordre 5 à 41 points. Nous avons 

développé, aussi dans ce programme, des filtres de type Wiener ainsi que deux algorithmes 

"maison", pour lesquels nous n'avons pas de noms, basés sur l'usage d'estimateurs robustes, 

pour contrôler le bruit des signaux. Il est cependant apparu, après moult tests, plus sage et plus 

sécuritaire, dans le sens de ne pas altérer l'information contenue dans les signaux, de décon­

voluer tous nos signaux sans leur appliquer aucun filtre autre que le "moyennage", qui n'est 

pas, à proprement parler, un filtre. 
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Conclusion générale et perspectiues 

Et maintenant, sans reprendre textuellement le contenu des résumés ou conclusions des 

articles, survolons quand même les principaux points que nous pouvons retenir de l' ensemble 

de ce travail. 

D' abord, comme nous le mentionnions en entrée de conclusion; nous avons vu ce que 

nous voulions voir! Au delà des aspects qualitatifs, des résultats quantitatifs concernant les 

changements de volume de la bactériorhodopsine furent obtenus. li fut même possible, mal­

gré l'aspect un peu fruste des signaux, d'appliquer les équations de séparation en température, 

spécialement développées pour des fonctions déconvoluées, et d'obtenir des résultats plausi­

bles concernant les composantes thermiques et conformationnelles de la bactériorhodopsine. 

li est cependant à peine besoin de dire, considérant l'appareillage relativement rudimentaire 

et tenant plus du prototype que du système clefs en main, que les résultats obtenus avec la 

bactériorhodopsine doivent être considérés comme préliminaires. Le but réalisable fut plus 

de démontrer la faisabilité de la chose que l'obtention de résultats définitifs et absolument in­

contestables. 

Pour cela, il faudra concevoir un système nouveau comprenant bien sûr un laser stable 

muni d'un système multi-impulsions, d'un joulemètre précis et d'un analyseur de faisceau. 

Sera requis aussi une cellule redessinée, thermostatée bien sûr, et permettant à la fois d'éviter 

les réflexions de surface, les bulles et les dissymétries de la source acoustique. Un capteur 

plus sensible, des amplificateurs à large bandes et un oscilloscope numérique plus rapide et 

à mémoire plus profonde seront nécessaires. Finalement, un ordinateur rapide du genre 

powermac G3-400MHz, permettant d'effectuer les déconvolutions presque en temps réel, 

sera un atout majeur, particulièrement durant les phases d'ajustement et de mises au point. 

Avec un tel système, il sera, par exemple, possible de faire tout un ensemble d'expériences 
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du même genre que celles faites en photolyse-éclair, sur la bactériorhodopsine ou la rhodop­

sine, dans différents environnements et conditions, et d'en tirer de précieuses informations. 

La déconvolution par transformée de Fourier des signaux de SPART rendant possible 

l'observation sur un long domaine de temps a permis de mettre en évidence un problème qui 

n'est ni traité ni mentionné dans la littérature. Il s'agit de la dissymétrie d'amplitude de la 

source de l ' onde acoustique. Il apparaît évident que les effets de cette dissymétrie ne peuvent 

être ignorés. 

A vec un signal synthétique produisant plusieurs déversements successif d'énergie dans 

la cellule, il fut clairement montré que deux limitations importantes des systèmes SPART 

conventionnels pouvaient être levées. D'abord, la résolution en temps d'un SPART à décon­

volution par transformée de Fourier peut être beaucoup plus fine que la limite généralement 

acceptée, déterminée par le temps mis par l'onde acoustique pour parcourir une distance équi­

valente à celle du diamètre du faisceau laser. Ensuite, nous avons vu que la durée d'observa­

tion, traditionnellement restreinte par la première réflexion de l'onde acoustique, peut 

dépasser de beaucoup cette limite, puisque que la déconvolution par transformée de Fourier 

peut prendre en compte toutes les complexifications des signaux introduites par toutes les ré­

flexions. 

Un point qui ressort fortement aussi, est que pour faire de bonnes déconvolutions par 

transformée de Fourier, il faut d'abord avoir une transformée de Fourier numérique précise. 

Il est en effet primordial que la transformée de Fourier numérique puisse s'approcher d'aussi 

près que nécessaire de ce que serait une transformée analytique de la version continue des si­

gnaux. Sans cela, les résultats peuvent être le siège d'importantes distorsions. 

Avec un système adéquat de discrimination, appliqué à un ensemble suffisant de résul­

tats, il fut montré que la bête noire des déconvolutions par transformée de Fourier de signaux 
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bruyants peut être vaincue. Par un procédé aussi simple que le "moyennage" et l'élimination 

des résultats s'écartant trop de la moyenne, il fut possible d'obtenir d'excellents résultats; 

même si chaque résultat de déconvolution pris un à un pouvait sembler très imprécis. 

Autant par simulations numériques que par signaux physiques réels générés par le sys­

tème d'impulsions laser multiples, autant pour des fonctions pures que pour des signaux 

bruyants, on a vu que la déconvolution par transformée de Fourier pouvait rendre des résultats 

très précis, tant en amplitude qu'en phase. Nous espérons ainsi avoir quelque peu contribué 

à réhabiliter la déconvolution par transformée de Fourier en tant que méthode de déconvolu­

tion, non seulement acceptable, mais aussi, puissante, directe et d'un usage, somme toute, as­

sez simple. 

Mentionnons finalement que fut développée une méthode mathématique apparemment 

tout à fait nouvelle, à la fois unificatrice et modulaire. Cette méthode qui fait l'objet de tout 

le premier article fut aussi présentée au Colloque Math-Image de l'UQTR en juin 1997 et au 

Colloque des Sciences Mathématiques du Québec en octobre 97. C'est une méthode générale 

qui ne se rapporte pas qu'aux déconvolutions mais qui, évidemment, fut avantageusement 

utilisée pour cela. 

C'est une méthode simple, basée sur des éléments mathématiques bien connus. Facile 

à comprendre et à programmer, elle n'en demeure pas moins très puissante. Elle se compare 

très avantageusement aux autres méthodes du genre. Par exemple, la précision, ajustable, de 

ses résultats, croît exponentiellement avec l'ordre du système de calcul. Elle permet d'obte­

nir, avec grande précision et sans limites de bandes, la transformée de Fourier d'une fonction 

numérisée. Elle donne les polynômes splines de tout ordre d'une telle fonction. Elle produit 

aussi les conditions frontières optimales de ces fonctions splines. Elle permet, toujours pour 

une fonction numérisée, d'en calculer très précisément les dérivées de tout ordre ainsi que 
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l'intégrale entre n'importe quelles bornes. Sa conception même rend possible l'estimation de 

l'erreur sur n'importe quel des résultats qui en découlent. Elle peut être mise en oeuvre com­

me un tout, ou bien certaines de ses parties peuvent en être extraites et utilisées seules pour 

produire des résultats spécifiques, ou encore comme modules à l' intérieur de d'autres métho­

des. 

Voilà! Ici se termine ce travail. Je pense que nous pouvons être heureux que nos objec­

tifs aient pu être atteints et peut-être même, dans certains cas, dépassés. Comme toujours la 

réponse à quelques questions ou la solution de quelques problèmes ouvre de multiples pers­

pectives. Ce peut être la possibilité, déjà mentionnée, de réaliser un système de spectroscopie 

photo acoustique à résolution temporelle quasi clefs en main, exempt des inévitables carences 

d'un prototype. Il y a aussi les possibles suites, conséquences, ou ramificatrions de l'un ou 

l'autre des points développés dans cette thèse. On pense ici, au delà du développement du sys­

tème comme tel, à toutes les applications possibles, tant biophysiques que physiques ou chi­

miques d' un système de spectroscopie photoacoustique à résolution temporelle. Dans le 

domaine mathématique, la disponibilité d'une transformée de Fourier numérique précise 

pourrait être d'une grande aide, par exemple, dans l'étude des dérivées fractionnaires . On 

peut envisager aussi la généralisation à n dimensions des méthodes mathématiques évoquées 

dans cette thèse, ce qui, par exemple, pour n=2, semble déjà annoncer des perspectives inté­

ressantes dans le traitement d'image. Ou bien imaginons, pour l'analyse par ondelettes (wa­

velets), un affinement semblable à celui présenté dans le premier article pour les transformées 

de Fourier. Enfin, le fait d'avoir facilement accès aux polynômes splines d'ordre élevé, avec 

leurs conditions frontières idéales, apportera un outil puissant à l'analyse numérique ou au 

traitement d'image. Et dire qu'on n'a même pas encore injecté les logiques floues dans tout 

cela! Bref, les idées sont nombreuses, les rêves sont au rendez-vous. Il ne reste qu'à les ma­

térialiser! 
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