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Résumé et Mots Clés — Abstract and Key Words

Résumé

La spectroscopie de plasma (et 10° électron.cri?) induit par laser pulsé ns (LIBS) est
développée pour caractériser tout échantillon dumiou biologique (gaz, surface homogéne
ou hétérogéne, aérosol), de fagorsitu, rapide (~10s), sensible et reproductible, & des fins
de classification, voire d’identification. Le vol@n échantillonné optiquement est
reproductible pour les plasmas dans les gaz (<)met sur surfaces (diamétre
d'impact~1Guny). Cela permet d'étalonner la technique pour leagdesmultiélémentaire &
des seuils de I'ordre du ppm, voire du ppb, y caspour des particules microniques.

Les marqueurs spectraux des matériaux biologiqGas Mg, Na, K, P et C) sont identifiés
par traitement statistique selon une analyse erposantes principales permettant de classer
les échantillons par nature. On vérifie commentdeservables discriminantes sont détectés
pour diverses formes bactériennes : pastilles cessges de bactéries lyophilisées, cultures
végétatives sur boites de Pétri & un seuil minidékerminé d'environ T0bactéries, et
aérosols suspendus. L'exploitation statistique dkntifiants permet de distinguer les
bactéries par rapport a des milieux nutritifs et irres. Dans le cas de I'analyse au vol de
bactéries aérosolisées, la détection est plus epmpt aléatoire du fait des faibles teneurs
élémentaires disponibles, ce qui nécessite leurerdration préalable.

La LIBS, calibrée pour les gaz, surfaces et aésp®st alors transposée en outil transportable,
polyvalent et sensible ouvrant de vastes champbcapfs : diagnostics biomédicaux, suivi
en ligne de procédés industriels, contréle qualiiédronnementale...

Mots clés: LIBS, TRELIBS, plasma, laser, spectroscopie, angse, aérosol, particule,
bactérie, statistique, détection, classification

Abstract

The ns-duration pulsed laser-induced breakdowAK(Enhd 13° electron.cri) spectroscopy
(LIBS) is developed for characterizing every cheaxhicor biological sample (gas,
homogeneous or heterogeneous surface, and aeisit), rapidly (~1°s), in a sensitive
and reproducible manner, for classification purgpsad even identification. The optically
sampled volume is reproducible for the plasmasaiseg (~1mr) and on surfaces (diameter
of impact~16unt). The calibration of the technique is then possibr the multielementary
measurement with limits of detection of about 1 p@mnd even 1 ppb, also comprising
micron-sized particles. The spectral markers ofdgical materials (Ca, Mg, Na, K, P, and C)
are identified by means of a statistical treatnigaged on a principal components analysis,
which lets to classify the samples according tar thature. We study how the discriminating
observables are detected for various bacterialskindmpressed pellets of bulk freeze-dried
bacteria, vegetative growths on Petri dishes withemsured minimal threshold of abouf 10
Bacillustyped bacteria, and suspended aerosols. Thetisttisxploitation of the spectral
markers leads to distinguish bacteria both fromr thetritive media, and interferon. In the
case of direct on flight analysis of aerosolizedtéaa, the detection is more complex and
random due to the weak elementary available ratisch necessitates their preliminary
concentration.

The LIBS technique, that has been calibrated feegasurfaces and aerosols, is engineered
under a transportable, versatile and sensitive w@dhpted to numerous applications:
biomedical diagnosis, on line monitoring of indutrprocesses, environmental quality
control...

Key words: LIBS, TRELIBS, plasma, breakdown, laser, spectrosopy, analysis, aerosol,
particle, bacteria, statistic, detection, classif@tion
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Introduction

INTRODUCTION

Le choix d'une méthode d’analyse situ et sans prélevement autre que par processus
physiques (procédé optique par exemple) représemtehamp dinvestigations pour de
multiples applications dans des domaines civilmiétaires : détection rapide sur le terrain de
contaminations a I'état de traces, analyse a distdieffluents dans I'atmosphére, contréle en
ligne de la qualité d’'un procédé de fabricatiomsslfication fiable d’échantillons inconnus
(surfaces solides, liquides, etc.), etc. La présémide a pour finalité la détection de risques
militaires, en particulier ceux liés a la présed@gents bactériologiques. Pour aborder un tel
travail, le choix d’'une méthodologie crédible parreproductibilité et sa sensibilité - et sur
laguelle le travail sera basé - est primordiale.

Le développement d’'une chaine d’analyse est ésablune technique innovante telle que la
spectroscopie de plasma induit par laser (Lasareed Breakdown Spectroscopy ou LIBS).
Cela permet de considérer le couplage entre, ddane un plasma issu de I'interaction entre
un faisceau laser pulsé et la matiére a analysted’autre part la spectrométrie d’émission. La
résolution de lintensité des radiations lumineudasplasma définit a la fois les propriétés
thermiques et le volume d’échantillonnage liés dlesma. Ces deux parametres représentent

une base pour diagnostiquer :

1. la_nature_des espéces présentes dans le plasgréce aux raies caractéristiques

eémises aussi bien par des éléments électrophilpstentiels d’ionisation élevés
(phosphore P, soufre S ou des halogenes tels gae Rl ou chlore Cl) que par des
éléments a fort pouvoir émissif (cas des alcalingdes alcalinoterreux).

2. les teneurs guantitatives des composants élémentagrde la matiere analyséd es

résolutions spatiale, spectrale et temporelle diume émissif du plasma sont
respectivement et successivement assurées par filunee optique collectant les
radiations ; un spectrométre décomposant les diffés longueurs d’onde
caractéristiques des especes excitées présemtatefacteur de type CCD intensifiant
et numeérisant les intensités liées aux longuewadE des especes durant un laps de
temps significatifs. Les spectrogrammes générésrmdtiquement sont alors exploités

par rapport a des bases de données.

La technique LIBS apparait comme la méthode la pjysropriée pour une réponse fiable
(due a la robustesse énergétiques et aux qualitigues des pulses laser utilisés), rapide

(grace aux pulses durant environ 5 ns) et étaloenédensité de puissance et par conséquent
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en quantité de matiere analysée (emploi de flesdex focalisés et d’énergie reproductible de
80 a 150 mJ). Ces qualités permettent de définvalmme d’échantillonnage suffisamment
reproductible, intense énergétiquement, et d’'unéelde vie de I'ordre de 10 ps.

La chaine de mesure LIBS développée - et évoluset ks dernieres technologies - a déja
fait 'objet de nombreuses études et de plusicgsds en particulier. Le présent travail a pour
objectif de la calibrer sur des bactéries dont entplire au premier degré qu’elles sont
similaires & des gouttelettes micrométriques d's@modont les volumes sont de quelqued pm
et dont les compositions chimiques comprennent ggasl parties par million (ppm)
d’éléments tels que calcium, magnésium, phospher®, Pour aboutir a I'analyse des
bactéries, la premiére phase consiste a travalec des aérosols aqueux étalonnés en
composition car ils sont constitués par des eaumérales connues pour leurs teneurs
élémentaires parfaitement reproductibles. Cettpeciaitiale a pour dessein la mise au point
d'un protocole d’analyse permettant de quantifies Idoses minimales observables et
gualifiables.

Dans une deuxieme partie du travail, un traitemstiatistique multivarié (analyse en
composantes principales ou ACP) des données slesctraultiélémentaires issues des
analyses LIBS des particules d’'aérosols est dépélgour valider I'aptitude de la technique
LIBS a distinguer différents types d’échantilloretculaires. Cet étalonnage ouvre le champ
de l'analyse des aérosols au sens général.

Les aspects de la détection directe par LIBS degpkes au vol seront également abordés en

terme de statistiques et de sensibilite.

Dans la suite de I'étude, une recherche est emgeepour définir les identifiants spécifiques
des bactéries et appréhender leur détectabilitélgpaechnique LIBS. Les bactéries sont
ensuite étudiées et analysées par LIBS sous lewersds formes naturelles: spores
lyophilisées similaires a une poudre compressétureude bactéries a I'état végétatif,
suspensions de bactéries isolées.

La premiere démarche consiste a remonter a latsignélémentaire, voire moléculaire, la
plus précise et intrinseque des matériaux bac®rign sont des microorganismes vivants
présentant une activit¢ meétabolique illustrée peengle avec l'adénosine triphosphate
(ATP). Un rapport reproductible de raies élémeptaielles que P/C est sélectionné dans le
cadre de spores lyophilisées : le phosphore P apppgomme un identifiant du réle clé et

intrinseque du métabolisme bactérien.

18



Introduction

L’étape suivante nous conduit a identifier les aes sous forme végétative par rapport a
leur gélose nutritive sur laquelle elles se dévedmp. Le but est d’observer comment la
bactérie peut étre affectée par la gélose. Deggleeses bactéries sont échantillonnées par le
plasma, le traitement statistique précédemmentloigpé constitue un outil pour distinguer et
classifier difféerentes bactéries.

Cette troisiéme étape évalue alors la crédibilédadméthode développée, et cela, tant par la
recherche d’identifiants spectraux discriminantse gpar la validité de la génération des
aerosols modeles. Nous mettons ainsi en évidencprdaence de bactéries que nous

distinguerons par rapport a leur gélose et a desee.

La derniere étape du travail consiste a définimtenbre de bactéries nécessaires pour
permettre I'obtention d’'un seuil d’alerte compatildvec I'exigence de la sécurité civile et
militaire. Dans cet esprit, un détecteur LIBS traortable est développé pour constituer un
outil d’alerte autonome, utilisable sur le terrairde maniere versatile pour détecter tout type
d’échantillon a risque (surfaces contaminées owrinues, ambiances toxiques, etc.). Des
analyses sont ainsi effectuées sur des bactérlggées sur boite de Pétri et analysées en
ligne par l'intermédiaire de I'outil mobile. De méml'appareillage LIBS est validé sur des
surfaces peintes contaminées par des agents clesnmodeles, des bactéries et des leurres.
Ce dernier point ouvre un champ applicatif tresongnt car, outre le secteur militaire lié aux
risques chimiques et biologiques, nous transpokosagsteme LIBS dans des domaines aussi

multiples et variés que ceux du secteur biomédiedystriel et environnemental.
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Chapitre | - Développements de I'analyse par spsttopie de plasma induit par laser

|. DEVELOPPEMENTS DE L'ANALYSE PAR SPECTROSCOPIE DE
PLASMA INDUIT PAR LASER

|.1. PREAMBULE

La spectroscopie de plasma induit par laser (Laskreed Breakdown Spectroscopy, ou par
acronyme, LIBS) est basée sur l'information émises Ide l'interaction laser-matiere. Ce
phénomene a été observé dans les années 60 peemge apres linvention du laser.
Lorsqu’une quantité de matiere (surface ou gaz)irage densité d’énergie telle que I'on
obtient par absorption de I'onde électromagnétigueupture des atomes et des molécules
avec formation d’ions et d’électrons ; ce que lappelle « claquage » ; au point focal de
guelques centimeétres a plusieurs dizaines de mdtgea alors formation d’'un micro plasma
de haute énergie.

A la fin des années 1970 et au début des annédy [EX8évolutions technologiques font
apparaitre des lasers robustes a pulses reprogsctdinsi que des détecteurs sensibles et
intensifiés pour la détection spectrométrique haetd sensible. La caractérisation des
plasmas induits par laser prend deés lors un ed&xploitation des informations qualitatives
et quantitatives issues de l'ellipsoide de couredd (10 ps environ) ouvre la voie a une
technique analytigue émergeante.

La technique LIBS permet la génération d’'un plasntait par laser dans tous les milieux
(gaz surface solide, surfaces liquides, etc.)e @lrrespond au transfert d’énergie qui qualifie
le processus de dissociation, d’excitation et ddation et le volume d’échantillonnage. Son
évolution spatiale et temporelle constitue la diffi€ du processus de l'analyse par
spectrométrie d’émission. La compréhension desrdot®ns laser-matiere exige la
conception d’un outil analytique qui assemble m@uss sous-systemes (laser, optiques,
spectrometre, détecteur, algorithme de traitementdbnnées spectrales). L'intérét de cette
technique réside dans la rapidité de I'informatighivrée (quelques microsecondes), dans sa
sensibilité et dans I'aptitude du dispositif a ngger aucun prélevement manuel. Dans ce
contexte, la détection des risques chimiques, haldgiques, industriels ou militaires,
imposent de considérer des « échantillons » nolev@® sous leur forme physique initiale
(gaz, surface, liquide et aérosol). Des lors, i#érénts états physiques cités et en particulier
ceux qui se présentent sous la forme particulagérosols, spores bactériennes, clusters,

nanopoudres - ainsi que leurs mélanges - sont siilsles d’étre étudiés.
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L’état de I'art sur ce sujet a débuté des 1992 deetheses effectuées au Centre d’Etudes du
Bouchet (CEB), centre expert de la Délégation G&aépour I'Armement (DGA) pour les
problemes de détection, de protection de déconttimmdes risques nucléaires, biologiques
et chimiques des personnels et équipements neltamationaux. Nous disposons d’une
réserve de connaissances, tant au niveau instramdsanques de données, techniques
analytiques et méthodes d'interprétation des rétsulta partir des enregistrements
spectroscopiques. Ainsi, le choix des lasers, deslles de focalisation, des fibres optiques,
des réseaux spectroscopiques et d’informatique wei onstitue la base de notre
equipement. Cependant, notre but vise I'analysesylemes binaires (aérosols, spores
bactériennes, nanoparticules, etc.). Il s’agit’limd tache complexe dans la mesure ou notre
objectif est tout a la fois de définir le volumedhantillonnage du plasma, 'lhomogénéité des

prélevements, la sensibilité de la méthode, sagoéicet sa repétitivite.

[.2. PRINCIPE DE LA SPECTROSCOPIE DE PLASMA INDUIT PAR LASER

|.2.1.Principe général

Les théses précédentes menées au CEB par H. LafitglL. Dudragne [2] et S. Morel [3]
ont respectivement porté sur le développement dpdatroscopie de plasma induit par laser
(LIBS) pour I'analyse de gaz, de surfaces inconnetésu contaminées par des molécules
chimiques ou biologiques. Les mécanismes de foamatiu plasma induit par laser pulsé
durant quelques ns ont été présentés de facordétedlée. Dans la suite, leurs résultats
fondamentaux sont résumés avec un rappel des gminciparameétres qui conditionnent
l'interaction laser-cible. Nous précisons que lgimée considéré dans ce rapport est de type
monopulse durant chacun quelques nanosecondes.

Le principe général de la méthodologie LIBS comsiat focaliser un faisceau laser -
succession de photons - de durée, de longueur e’ehdl’énergie connues sur la cible a
analyser [4]. La densité d’énergie au point focalfenction des propriétés physiques des
milieux (absorbance, réflectance, densité d'étatemtiel d’ionisation, etc.) conduit aux
processus d’absorbance de l'onde électromagnétigu@ulse laser avec formation d'un
plasma dense ayant une composition atomique repieése de la cible étudiée (gaz, liquide,

solide, aérosols, etc.).
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(a) interaction laser-cible surface (b) interactionlaser-gaz

figure I-1 : Schémas de principe et effets d’'intdicns entre un faisceau laser pulsé et une cibiggces, gaz,
liquide, aérosols)

Au point focal, la densité des ondes électromaguét provoque la fragmentation de la
matiere, c’est-a-dire, la formation d’'un systemanas-ions-electrons. Pour un pulse laser de
durée 5 nanosecondes (ou 51%), la densité d’énergie peut dépasser des vabeirs0
MW.cm? et permet un échantillonnage de quelques micromesn Le plasma généré
apparait sous forme d'un volume ellipsoidal de ques mm qui est associé & I'onde de choc
causée par I'expansion violente du plasma. Des, lt#svolume plasma représente
I'échantillon a analyser a partir des espéces @asiprésentes dans la phase vapeur. Lors de
la relaxation du plasma, les processus d’émisgbntoniques caractérisent les désexcitations
radiatives. Celles-ci sont caractéristiques de sitemms électroniques intrinseques de la
structure atomique de la matiere excitée. L'idérdifon a la fois qualitative et quantitative
est alors possible en considérant en particulisrrépports d’intensités de raies (analyse
moléculaire, role des hétéroatomes, etc.).

L’analyse par LIBS repose sur I'échantillonnagedoibt dans la zone du point focal afin
d’aboutir a I'analyse de gouttelettes d’aérosolsddvensions micrométriques ; ainsi qu’a

celle de la détection plus spécifique des échanslbactériens.

|.2.2.Spécificités anal ytiques de latechnique LIBS

La densité dénergie au point focal s’exprime daagre cas par une forte température
électronique laquelle conduit a une températureatlmmes et des ions comprise entre 15000
et 20000 K. Dans ces conditions, tous les atomésepts représentent les espéces
moléculaires ou des structures minérales engag@es|ellipsoide plasma. Leur analyse ne
dépend dés lors que de l'identification des ratesmaues. Toutefois, I'avantage de la LIBS a
ce niveau énergétique réside dans le fait quesiesces électrophiles difficiles a analyser par

d’autres méthodes spectroscopiques (telles queatlmmes de type halogene) présentent
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comme tous les éléments les raies caractéristiqassétats excités, c’est-a-dire en accord
avec les banques de données. Dés lors, la congogiir I'identification des rapports de
raies constituent un des atouts spécifiqgues déB8 compte tenu de sa réponse linéaire dans
une large plage de concentrations.

Les raies moléculaires seront généralement abstemeéamentalement, sauf pour des espéces
comme CN traditionnelles de I'interaction entrezbge atomique du plasma et les traces de
carbone de la cible.

Les résultats de spectroscopie de plasma induitgsar présentent souvent des limites de
détections élevées comparées a celles des autd®dag. Néanmoins, elle posséde de
nombreux avantages qui en font une des rares tpodmid’analyse in situ, quasi non

destructive et en temps réel, applicable aux agalgs milieux hostiles :

1. Plasma généré et observeé par des moyens optigues qui évite toute pollution due a la

présence d’électrode par exemple. Cela permet dertd¢ la mesure car aucun acces
physique a I'échantillon n’est nécessaire : un saggique vers I'échantillon suffit. Des
mesures locales (quelques cm) et des mesuresaaaisplusieurs métres, voire dizaines
et centaines de m) [5],

Pas de préparation de I'échantillon

3. Analyse rapide: le temps d’analyse sur 1 tir est inférieur dlaée de vie du plasma soit

quelques 16s.

4. Méthode multiphase applicable au gaz, aux liquides déposés sur umacgy aux

surfaces elles-mémes par ablation laser suivi diemeation de plasma au sein des
vapeurs extraites et aussi aux aérosols.

5. Analyse guasi non_destructive le volume d’analyse est trés petit, en miliezayx

quelques dizaines de mimet sur surface le diamétre de Iimpact varie delgues
dizaines a quelques centaines de pum, sur des épas$e quelques pm voire inférieures
selon la nature des mateériaux.

6. Obtention de hautes températureqT>10000 K) permettant I'excitation et l'ionisatio

d’atomes tres électronégatifs tels que le flude ehlore.

De plus, contrairement a la plupart des autres odéth utilisant un plasma (ICP par
exemple), aucun gaz plasmagene n’est nécessaitpli &vite de transporter le polluant, et
limite les interférences spectrales aux seules ad'azote et de I'oxygéne de l'air. [6] [7] [8]
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|.2.3.Les différents types d'interactions laser et matiere

L'analyse de systéemes binaires (air vecteur de emmtparticulaires ou surface polluée,
effluents sous forme de nanoparticules d'unité &tdel, etc.) exige d’effectuer un

« echantillonnage » homogene du systeme binaest-a-dire de valider I'absorbance du flux
laser par la qualification et la quantification dages spectrales émises par le mélange étudié.
L’approche expérimentale du processus d’interadaser-matiere nous ait apparu comme le

mieux adapté au probléme posé (cf. figure I-2).

1 mm

>
Vapeurs/gaz toxiques dans Surface contaminée, Gaz chargé de particules
une atmosphere multicouche, ou inconnue  solides/liquides (aérosols)

figure 1-2 : Schémas de principe des différentésractions possibles entre un pulse laser focatits phase
physique d’'un échantillon

Les familles d’interactions laser-matiere étudigesvent étre classées de la facon suivante :

Interaction_entre faisceau laser et atmosphérgexemple : air ambiant pollué par une

molécule chimique sous forme vapeur dans des d¢onditdonnées de température et de
pression). Dans ce cas la matrice est symboliséamgaz ou un mélange de gaz. Le plasma
est formé au sein du systéme avec un volume deugsimm, soit un volume échantillonné
de 0,1a0,2mh

Interaction entre faisceau laser et milieu a hautelensité d'états (solide, liquide, etc.).e

processus d’interaction laser-matiére conduit & préléevement » d’un volume de matiere de
quelques prh On peut valider les dimensions du volume de meti#nalysée & partir de
matériaux multicouches ou de photographies parteesniques d'imageries (microscopie
électronique a balayage MEB, etc.).

Le cas le plus complexe concerne la situation d’'umilieu binaire représenté par un

ensemble de particules solides ou liguides en susg®n dans un fluide(gaz ou liquide).

Ce systeme binaire correspond a la définition dessals solides ou liquides. L'air ambiant
est un aérosol naturel composé d’'une matrice gazehergé de particules solides et liquides
de tailles et de natures variables. L'échantillgenaevient donc plus complexe puisqu'il

s’agit de qualifier des especes dispersées pocommaitre la composition.
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Pour tout type d’interaction, il est nécessairedenaitre le volume d’échantillonnage leqpel
seul déterminera la quantité de matiere analyséer Bet objectif, nous décrivons les
mécanismes d’interaction laser-matiere, ainsi @geparametres influents, pour les gaz (purs

ou chargés de particules) et pour les surfacegggonées ou non)

[.3. FORMATION D 'UN PLASMA EN MILIEU GAZEUX

|.3.1.Caractéristiques et mécanisme de claguage diélectrique d'un gaz avec

formation d'un plasma

La figure I-3 illustre l'existence furtive — ici cespondant a la durée douverture de

'obturateur photographique - d’'un plasma thermigige quelques mm de long issu de la

focalisation d’un pulse laser dans I'air ambianiracs a claguage.

Plasma
induit par
laser dans

I'air ambiant

5cm

lentille plan convexe de

téte laser Nd : YAG Mirroirs de renvoilongueur focale 65 mm
(non visible)

figure 1-3 : Photographie de la chaine optique mtamt I'induction d’'un plasma dans I'air ambiaar pine
pulse laser Nd : YAG (Quantel CFR200) d’énergie t0et de durée 7 ns focalisé par une lentille-plan
convexe de longueur focale 65 mm
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Le mécanisme proposé pour le claquage d’'un gaRpdriemskiet al. [9] et Niemax [10]
présente deux étapes séquentielles, suivies dtaarra I'équilibre énergétique par relaxation
des especes composant le plasma :

La premiére étape est l'initiation avec formation cdélectrons libres par des processus

d'ionisation multiphotonigue, d'ionisation thermoionique et d'ionisation par effet tunnel

des atomes, molécules, voire de particules mirgrgleussiere) présentes dans la région
focale.

La deuxiéeme étape est la croissance du plasma panisation en cascade ou avalanche

électronique : les électrons primitifs entrainent le claquage d&smes présents dans la
région focale pour former le plasma. L'ionisatiom eascade permet 'augmentation de la
densité électronique dans le volume focal. Ce pimé&ma induit une élévation de I'absorption
éenergétique par la préedominance d’eBeemsstrahlung inverse(collisions électron-atome).
Le taux d’augmentation des électrons libres démensi des champs électriques induits, des
mécanismes de collisions qui facilitent la dimioatide I'énergie électronique (collisions
élastiques et inélastiques de type électron-atome électron-molécule, excitation
vibrationnelle des molécules, dissociation et iatiss des atomes), ainsi que du nombre
d’électrons libres dans la région d’avalanche.

Une derniére étape est la relaxation du plasmaelle débute en queue d'émission du pulse

laser quand il n'y a plus un apport d'énergie saiffi pour maintenir le plasma dans son état.

|.3.2.Initiation d'un plasma : apparition des premiers électrons libres

L'initiation du plasma consiste a mettre en roegerhécanismes de création d'électrons libres. Les
premiers électrons libres présents (rayonnementiqae et émission thermoionique) contribuent a
I'apparition de nouveaux électrons libres qui e@wes continuent le processus. La concentration
en électrons libres augmente alors rapidementfoome de réaction en chaine se produit.

L'activité radio terrestre et les émissions cosmsq@ntrainent naturellement une faible
ionisation des molécules gazeuses : la concemratectronique Ben milieu atmosphérique
est comprise entre 10 et3t@r3. Trois autres phénomeénes peuvent étre impliqués ta

formation d'électrons libres :
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[.3.2.1.1. L'ionisation multiphotonique

L'ionisation multiphotonique ou MPMultiple Photon lonisatiopest I'absorption simultanée
par un atome ou une molécule de plusieurs photéneidjie k jusqu'a ionisation de celui-ci.
Le phénomene d'ionisation multiphotonique est tiger la réaction :
M+nhv - M* +¢e
M : atome éjecté de I'échantillon et vaporisé v : fréquence du laser
n : nombre de photons e : électron libre
h : constante de Planck (6.626fkg.nf.s) M™: atome ionisé

Si g; est I'énergie d'ionisation de la particule, le bognn de photons d'énerdie doit donc
étre supérieur a la partie entiere dg/fiv+1) pour qu'il y ait ionisation. Le taux d'ionigati
multiphotoniquew, pour un laser d'irradianégW.cnt2) est proportionnel &'.[11]

Smith et al. [12] ont montré que les processus de MPI sontrebseuniquement pour des
énergies de photon de l'ordre de 1 eV ou plus.obgueur d'onde du laser intervient: le
nombre de photons nécessaire pour excéder le mbtelibnisation devient plus faible.
L"ionisation multiphotonique montre une dépendante a vis de parametres tels que la
durée de pulse, le diamétre du faisceau laserpeksion. Une durée de pulse faible (£)10

et une pression réduite favorise la MPI.

1.3.2.1.2. L'effet thermoionique

Les électrons absorbent I'énergie du pulse lasiés.&8quiérent suffisamment d'énergie, ils
provoguent des collisions et peuvent ioniser lesnas de I'échantillon présents dans la
vapeur. Le nombre d'électrons libres augmente deiamea exponentielle par réactions en
chaine multiples :
M+e - M"+ 2

M : atome éjecté de I'échantillon et vaporisé M™ : atome ionisé

e : électron libre
Ce phénomene intervient quand le gaz contient desoparticules de taille supérieure a 0,1
pum dont la densité en milieu atmosphérique normalsepérieure & FfOparticules.cr.
Irradiées par le laser, la température des mictimpdes augmente générant des électrons par

émission thermoionique.
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1.3.2.1.3. L'effet tunnel

L'effet tunnel est purement quantique: c'est lababilité qu'un électron du cortége
électronique d'un atome s'échappe suite a la neatidn du champ électromagnétique vu par

cet électron, sous l'effet d'une intense radidaser.

1.3.2.1.4. Conclusions sur le choix du type de lasers

Dans notre étude, un laser Nd:YAG est utilisé. plestons délivrés ont une longueur d'onde
de 1064 nm, soit une énergie A 1 eV. L'énergie d'ionisation de la plupart dag gtant d'au
moins 10 eV, il faut donc que la particule absodaultanément 10 photons pour éfre
ionisée. Les gaz que nous utilisons sont filtréesetchés en général. Il est donc peu prohable
gue le processus de génération d'électrons par themoionique soit prépondérant. Par
contre il n'est pas improbable que le processusnidation multiphotonique sojt

majoritairement responsable de la formation destr@es initiaux.

|.3.3.Croissance du plasma

Les électrons ainsi générés vont absorber I'énedyie rayon laser parcollisions
Bremsstrahlung inverses un électron libre absorbe I'énergie du faisceaer par collisions
inélastiques avec des ions et des atomes jusga‘'awfisamment énergétique pour ioniser les
atomes présents dans la vapeur, c'est la formdtioplasma. L'expansion du plasma a lieu
préférentiellement a contre-courant du faisceaer)asn direction de la source d’apport
énergétique. La vitesse de croissance est de ¢addr1® m.s', mais de facon anisotrope
selon les directions, ce qui explique la forme cnmastique du plasma en forme d’ellipsoide.
Les premiers électrons accélérés par collisionsnBs&rahlung inverses créent de nouveaux
électrons libres par ionisation. Le nombre d'éwr libres augmentant rapidement, le
phénomene d'ionisation est de plus en plus impoidans la « vapeur d’atomes », c'est
«l'ionisation en cascade» entrainant la croissance du plasma. Durant éweldppement, le
plasma va simultanément absorber et réfléchir maidee du faisceau laser et atteindre une
température de l'ordre de 10 000 K ainsi qu'unssitierélectronique allant de ¥0a 1d°
électrons.cii. Un intense continuum est simultanément émis etad(rayonnement de

freinage issu des interactions électron-électron.
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|.3.4.Parametres influant sur la formation et |'anal yse spectroscopigue du plasma

De nombreux travaux expérimentaux ont été entrgpoisr définir le seuil de claquage
diélectrique d’'un gaz. lls abordent tous I'énerlimite au-dela de laquelle le mécanisme
d’avalanche électronique transforme le milieu gazewolant en un milieu électriquement

conducteur riche en électrons, c’est-a-dire empdas

1.3.4.1. Influence de la pression

Le modele théorique proposé par Canaetral. [13] prévoit unediminution du seuil de

claguage quand la pression augmente

Dans nos applications a finalité d’analysesitu et de terrain, I'environnement d’analyse [ne

doit pas étre modifié : nous travaillerons en perema&e & pression atmosphérique’ @8)

1.3.4.2. Roéles de I'énergie et longueur d’'onde du pulserlase

L’énergie du pulse laserest un facteur trés influent pour la taille duspha et les intensités
des raies d’émission. L. Dudragne [2] a montré coeélation forte entre I'énergie du
pulse laser et les intensités des raiepar exemple pour les éléments a fort potentiel
d’ionisation comme le chlore (= 10,5eV pour la transition liée a la longueur dien
A=837,594nm) et le fluor &= 14,5eV pour celle a=685,602nm). Pour le soufre {&
7,8eV pourk=921,291nm) les intensités atteignent un palieb@ J : tout élément ne peut

absorber qu’une certaine quantité d’énergie leumptiant d’atteindre un état excité.

Une hausse de I'énergie du pulse laser permet gérgéun plasma plus volumineux lequel
excite davantage de matiere. Dudragne [2] montpermant dans ses expériences que la

valeur du rapport signal/bruit passe par un optipeair une concentration d’élément finie.

L'ionisation multiphotonique est proportionnelle a l'intensité laser et a sa longueur

d'onde suivant I'expression %y L'augmentation du phénomene d'ionisation par
Bremsstrahlung inverse est fonction de linversdadengueur d'onde seloriA?. Pour des

longueurs d'onde courtes (énergie élevée) l'ianisanultiphotonique augmente beaucoup
plus rapidement que .l'ionisation en cascade.
A partir de la théorie de I'avalanche, Hughetsal [14] ont défini I'expression du seuil de

claquagédseyi pour un gaz :

Iseuil = (nda /gg) X(f /Uca)2>< (1/tp) X ln(nev) équation -1
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Nga : densité en atome neutre t, : durée du pulse laser
gy - parametre dépendant du gaz Ne : densité électronique
f . fréquence du pulse laser V : volume focal du faisceau laser

vea . fréquence de collision des atomes neutres

Pour de l'air constitué exclusivement d’'azote eixggéne, une densité en atome neutre de
10 ¢cm®, un paramétre intrinséque de I'air donné par €aut[14] égal a 3,3 7§ une
longueur d’onde laseX,use de 532 nm (c’est-a-dire une fréquence laser f48!6 s* avec
f=c/Apuisd, Une durée de pulse de 7ns, une densité élegtwmie 18’ cm®, une fréquence de
collision d’atomes neutres = 5.2 10 s?, et le volume focale de 0,16 4@m?, I'’équation I-1

permet de calculaun seuil de claguage de I'air de 2,2 1OW.cm®. Expérimentalement, L.

Dudragne a mesuré un seuil de 4,48 10/.cm? 4A=1064 nm dans un mélange Ch/Air
et des valeurs dans un domaine ded@d* W.cni? sont mentionnées dans la littérature [15]
[16]. La présence d’'impuretés contribue a dimirdaeseuil de claquage (cf. suite).

La longueur d’onde du laser utiliséjoue un réle important sur keuil de claquage d’'u
gaz selon L. Dudragne [2]. En se placant dans un enmgment filtré, les électrons sagnt
principalement générés par ionisation multiphotoaiqun abaissement du seuil de claguage
devient possible par diminution de la longueur demlu laser, malheureusement ceci tend a
diminuer l'intensité de certaines raies d’émissiat@miques augmentant ainsi leur limite|de
détection. Pour cette raisda,longueur d’'onde fondamentaleh=1064 nm d’'un laser pulsé

Nd :YAG a été privilégiée.

1.3.4.3. Incidences de la durée de pulse et du diamétre du

faisceau laser

Pour le phénomene d'ionisation en cascade, le deuilaquage est déterminé quand le taux
d'énergie absorbée par les électrons libres coredeagertes d'énergie dues a I'excitation des
atomes ou des molécules du gaz. Les processus aatimes pertes sont : la diffusion des
électrons, l'attachement d'électron par l'oxygeme n@lieu atmosphérique, I'excitation
électronique d'atomes.

D'apres Smittet al.[12], les temps caractéristiques respectifs depoesessus dépendent de

la pressiorP (en atm) et du diametre du faisceau lakéen cm) selon 14 = 2710°P@?,
ty =10°P7" et t,, = 1210™P™ . La durée de ces différents temps vis a vis ddulge de

pulse § jouent un réle prédominant sur le seuil de claquaacchiet al. [17] déclarent
dominant le processus d'avalanche électronique rem&strahlung inverse pour des pulses
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laser de quelques ns (1€). Pour des pulses laser d'une durée inférielaas, le mécanisme
prédominant pour la formation du plasma semblel&dr@sation multiphotonique.

Smithet al. [18] a montré une diminution du seuil de claquggand le diamétre du faisceau
laser augmente. Ce phénoméne est apparemment midépele la nature du gaz (air, He et
Ar) et de la longueur d'onde du laser (Ruby : Qu&®, Nd:YAG : 1,064 um et CO 10,6
pm). Il est lié a 'augmentation de la densité désgance inversement proportionnelle a la

valeur du diamétre du faisceau laser pulsé (cfigoh6.1, page 44).

1.3.4.4. Présence de microparticules

L'absence de microparticules de taille supérieufelgum dans le volume de focalisation
entraine une augmentation du seuil de claquagegdzmnPar filtration des microparticules de
l'azote gazeux, Yablonovitot al.[19] a montré que le seuil de claquage passe da 10°
W.cm’. Une augmentation de la taille des particulesuspension dans l'air induit une baisse
de la dépendance du seuil de claquage face a desufes [20]. Les variations des valeurs de
seuil de claguage sont dues aux différences deédes échantillons, c’est-a-dire a la teneur
en molécules de type,B, CO, aux impuretés minérales a bas seuils d’ionisagtias que

NacCl, CaO, Si@ aux éléments métalliques ; ainsi qu’a la longutonde du laser utilisé.

Dans l'optique d’analyser des particules d’aérogmiésentes dans le volume focal |de
formation du plasma, nous pouvons prévoir que éggmce d’aérosols ou d’'une surface dgnse
diminue le seuil de claquage. Le choix de parammétygiques et laser pour obtenir yne

densité d’énergie égale au seuil de claquage pbétra utilisé pour ne générer un plasma

gu’en présence de matiere.

[.4. ABLATION LASER D 'UNE SURFACE PAR FORMATION D’ UN PLASMA

|.4.1.Phénoménologie de I interaction laser-matiere dense

Le mécanisme de formation d’un plasma sur ou asinage de matiere dense (surface solide,
liquide) differe par rapport a celui des gaz, entipalier dans la phase initiale durant laquelle

la densité de puissance issue du flash laser $gcaliauffe violemment la surface.
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Laser pulsé focalisé

Faiscealu incident

Energie incidente en
/ Watt/cn? (Joule/u. de

temps et u. de surface)

Energie réfléchie
en Watt/crd

matiere évaporée
Energie en Watt/cth
(Joule/u. de temps et
u. de surface)
matiere fondue

S
ctipn £

Pertes de chaleur par condu
|

1 mm

figure 1-4 : Schéma de principe et photographididieraction laser-surface. Photographie d’'un puser d’énergie
100 mJ et de longueur d’onde 1064 nm, focaliséparlentille de longueur focale de 65 mm

L’effet de fusion et de volatilisation se traduisénla fin de l'interaction par I'apparition
d’'une zone plus ou moins endommagée : zone affetttéaniquement ou cratere. Les

phénomenes d’interaction entre un faisceau laspusance et une cible solide sont :

ABSORPTION INITIALE

Ay =1-R,=1- YA
+1P+ 2
avec Ry : coefficient de réflexion
v : coefficient de réfraction
X : coefficient d’extinction

CHANGEMENT DE L 'ABSORPTION
INDUITE PAR LE FAISCEAU LASER EFFETghLijEfaR'\ngUES
R Effets de température 1 nag 1
| Fusion
Changements de phases L
) Vaporisation
Formation de plasma
EFFETS MECANIQUES : EFFETS THERMOMECANIQUES
| Pression induite par le plasma | Effets structuraux sur le solide ou le liquide &
Pression causée par la vaporisation | Ejection de matiere

figure 1-5 : Phénoménes se produisant lors deefattion laser-matiére

1. Absorption de la lumiére laser incidente par la suiace qui controle la vaporisation de

I'échantillon : un transfert d’énergie est créé entre les raiatincidentes et la matrice du
matériau par l'intermédiaire des électrons. La térajure de la surface augmente rapidement
et la chaleur est transmise par conduction audeiia cible. L’énergie déposée est tellement
supérieure a la chaleur latente de vaporisation lgusurface irradiée ne peut évacuer la
chaleur par conduction : sa température locale s&pke point d’ébullition du matériau et

conduit a un phénomeéne de vaporisation.
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Initiation_du_plasma : le matériau vaporisé absorbe I'énergie laseidemte formant une

sorte de bouclier (couche limite absorbante) vidsade la surface. La matiére éjecte des
atomes de surface ainsi que quelques électronsgi@mithermoionique). Au méme instant,
dans la « vapeur d'atomes » €jectée, se trouvenatdenes de surface, des électrons libres
présents naturellement (issus du rayonnement cosnéj d'autres électrons libres venant de
la matiére chauffée. Si I'énergie du pulse laspagée le seuil de claquage (énergie minimale
nécessaire pour initier le plasma) des électrdmedisont induits. La température de la vapeur
croit et un plasma se forme. Le plasma est indiegbsorption de I'énergie laser incidente a
travers des processus d'ionisation multiphotoniguel'absorption Bremsstrahlung inverse
électrons-ions. [21]

La figure 1-6 résume la formation du plasma paractple pulse laser de durée 6 ns :

VAPORISATION
Ablation de la surface de peau

‘ ~1ns
INITIATION
Formation des électrons initiaux

¥

CROISSANCE <5 1S
Avalanche électronique, Onde de choc b
RELAXATION S —
Recombinaisons radiatives, électroniques... aueld

figure I-6 : Etapes de la formation d'un plasmatiibghar laser d’'une durée de pulse de 6 ns

Expérimentalement et pratiquement, le cycle intégtaitiation, de croissance et de
relaxation d'un plasma induit par un pulse laseddeee de quelques ns représentent un|laps
de temps de seulement quelques microsecondes.lysanspectroscopique d’un tel plasma

est donc tres rapide, ce qui permet de reprodapielement les plasmas.

|.4.2.Rdle des paramétres optiques contrélant |’ ablation laser

.4.2.1. La longueur d’onde laser

Divers travaux ont montdénfluence de la longueur d’onde du laseiaser SUr les émissions

radiatives du plasma :
Le temps nécessaire pour s’'affranchir des émisdosessstrahlung augmente avieger (le
délai optimal entre la fin du pulse et 'ouvertude détecteur augmente avec la longueur
d’'onde) [22],
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» Les longueurs d'onde laser courtes induisent urie émde de choc (vitesses supersoniques)
capable d'exciter les atomes et de générer un plascondaire. Les longueurs d'onde laser
dans l'infrarouge quant a elles ne paraissentrgasre des ondes de choc suffisamment fortes
pour exciter efficacement les atomes de la régemorsdaire. Le calcul des températures le
long du plasma (suivant I'axe du faisceau laseoyr plusieurs longueurs d'onde laser,
montrent en effet une température qui décroit quatahgueur d'onde du laser augmente. On
attribue ce manque d'efficacité des longueurs @'a®edl'infrarouge a I'absorption du faisceau

laser par le plasma augmentant pour les grahgeg23]

.4.2.2. L'énergie du pulse laser

L. Dudragne [2] a montré que lorsque I'énergie disg@laser augmente :

» le plasma devient spatialement plus reproductib&aecroit en volume,

> lintensité des raies des éléments au sein du plagmgmente linéairement pour un plasma sur
surface tant que I'on observe des portions de plgsoches de la surface de la cible (entre O
et 1 mm),

» I'évolution du rapport signal sur bruit passe pamaximum situé entre 80 et 100 mJ,

> la répartition spatiale des intensités de raieidsnbtique quel que soit I'élément observé
(optimum du signal observé au méme endroit quelsgitd’élément).

» Le seuil de claquage est plus bas pour les soktesomparaison des gaz : la surface
fournissant des électrons libres induisant pluddiaent I'avalanche électronique.

1.4.2.3. Gains analytiques par pulses multiples : cas 4488

double pulse

Pour améliorer les limites de détection élémentdieela LIBS, Cremerst al [24] ont
envisagé l'utilisation d’'un double pulse laser tasdans le temps, principalement pour
'analyse en milieu liquide : une premiére impufsitaser crée une cavité gazeuse dans
laquelle un deuxiéme pulse est focalisé orthogonate au premier pour induire un plasma
dans le gaz ou a la surface d'un échantillon. Efiét de cette technique est de modifier
'environnement d’analyse qui passe de liquide aegs&, et donc d’éviter de perdre de
I'énergie d’'un seul plasma pour vaporiser la matier

Cette technique se développe pour diverses applisatomme l'analyse de surface. Le
premier pulse génere un environnement propicebdali@an par un deuxieme pulse qui sert au
reclaquage (ou « reheating ») du premier plasmendrgie du premier pulse laser est destinée
a ablater et a vaporiser la surface. Un deuxiénmseppeut ainsi réchauffer le plasma et
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réexciter les atomes et les ions en son sein.

C. Gautier [25] a démontré que I'emploi de douhldse en configuration de « reheating »,
permettait d’augmenter significativement I'inteisitdes raies ioniques. La meilleure
répartition de la densité de puissance par deusepusuccessifs d’énergie; (&t E) induit
avec un délai entre les deux (en général quelgsgpermet d’augmenter sensiblement la
température du milieu plasma en comparaison aveseuhpulse de méme énergie globale

(E1 + B) : les performances analytiques sont améliorées.

La LIBS a pulses multiples n’est pas mise en oedares nos expériences car il est nécessaire
d’'utiliser deux sources laser et une configuratioptique complexe et encombrante
(focalisation successive des deux pulses en gémntthogonale ou colinéaire). Le gdin

analytique est potentiellement intéressant a terme.

1.4.2.4. Durée du pulse: régimes LIBS picoseconde,

nanoseconde et femtoseconde

La durée du pulseest un parametre important qui conditionne le mé&gid’induction et

d’interaction laser-matiére. Moenke-Blankenburg ][26 estimé la densité de puissance

minimale requise d’'un pulse laser pour permettneajgorisation de matiére irradiée :

_pLyk* .
Imin - 2 équation 1-2
tpulse
avec :
p : densité du matériau de la cible k : diffusivité thermique de la cible
Lv : chaleur latente de vaporisation puisk: durée du pulse

Pour de I'aluminium pur 4, est voisine de 1,75.10v.cm?.

Les interactions de la matiere massive avec deseputle durée ps ou ns (notre cas)
engendrent des phénomenes successifs de chauftafgsion du solide et d’évaporation du
liquide. Des flashs laser de durée plus courte tglie la femtoseconde (fs, £0s) ont une
durée de vie inférieure au temps d’initiation dagpha : la vaporisation de la matiére est
directe et les cratéres sont de formes trés ré@guladaptée a la gravure ou a I'étude des
couches multiples d’'une surface (en microélectnomjq
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Microsecond Nanosecond Femtosecond

Material surface

figure I-7 : profils des cratéres d’ablation obterselon la durée du pulse laser focalisé [27]
Le processus d’'ablation est initié par I'obtent@inne densité critique d’électrons libres. La
principale source d'électrons libres, pour des rlgg®duisant des pulses ultra courts de
'ordre de la fs est I'ionisation multiphotoniquA. I'inverse ceux créés par des lasers ns
proviennent de collisions provoquant l'ionisati@vdlanche) : le nombre d’électrons initiaux
entraine de fortes fluctuations du seuil de claguag
Le laser fs offre une meilleure reproductibilitéénergie du seuil de claguage décroit avec la
durée du pulse. Ce type de laser permet de réduresidérablement les dommages
occasionnés lors d’'une analyse, ce qui est in@néders d’'analyse de matériaux mous
(composés biologiques par exemple) ou d’échanslifragiles (archéomatériaux, etg...
nécessitant 'emploi de méthodes peu ou non destesc
Les lasers fs sont de plus en plus utilisés en LiB®8r des applications ou la résolution
spatiale des structures est cruciale. Assion ¢28).ont comparé l'efficacité de deux sources
lasers fs et ns, la plus couramment utilisée erSLiBette étude a pour objet I'analyse dé*Ca
d’'une solution de Caglpuis dans la paroi de cellules de tiges de tooinées limites de
détections calculées sont semblables pour les diesers. Cependant les émissions du
continuum sont considérablement réduites et ld sleuclaquage est plus faible avec le laser
fs. L’énergie requise pour la formation du plasmaym laser ns entraine la destruction totale
de la cellule, de plus la quantité de matiére éblatarie significativement pour chaque tir.
L'épaisseur ablatée par le laser fs est inférieuné&paisseur de la paroi de la cellule et
correspond a un volume de l'ordre du femtolitre. | les faibles dommages causés a
'échantillon ce type de technique a un large chadgpplications dans les domaines

biologique, médical ou microélectronique
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Les principaux inconvénients des lasers fs résidiams leur fonctionnement délicat g
rapport aux lasers ns (moindre stabilité du faiscefmagilité et encombrement d
appareillages) les réservant a des expériencesbdeatoire. Leur prix commercial demel
encore éleveé (pres d’un facteur 10 par rapportiasers de type ns).

Pour ces raisons, nos expériences seront encaretlefes avec des lasers ns robusteg
permettent d’obtenir des profils ablations, selea parametres optiques choisis, avec
résolution de l'ordre du um [3] [29] et permet dstidguer des structures multicouches
faibles épaisseurs : L. Dudragne ablate sélectiméntes couches de 30 nm d’or déposées
du PTFE. [2]
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1.4.2.5. Conclusion sur les parameétres laser pour ablater

surface

un

La bibliographie a montré qu'il était préférableutliser un laser dans l'ultraviolet pour d
analyses de surface pour des raisons de reproflitetibt de signal spectroscopiqU
Néanmoins, I'expérience accumulée avec les prétéslehéses nous ameéne a conservg
laser Nd:YAG delongueur d’onde 1064 nmdélivrant des pulses de durée de quelqud

nanosecondepour pouvoir effectuer des analyses sur différesupports : gaz, surfac

(D

S
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liquide et aérosols. En effet, cette longueur déngermet d'avoir des résultats tres

satisfaisants.

De plus, ce laser posséde, de plus, de nombreunteaes :

» Disponibilité commerciale a un prix raisonnable,

» Maitrisé technologiquement (reproductibilité éledés pulses, miniaturisable),

» Bon rendement énergétique,

» Energie de pulse importante et taux de répétitmguElques centaines de Hz.

Une énergie de pulse inférieurd@ mJest suffisante pour des analyses sur surfaceirée

du pulse devant étre de I'ordre de la nanosecdhdeB(nsdans nos expériences).

S

[.5. DIAGNOSTIC DES PLASMAS PAR SPECTROSCOPIE D' EMISSION ATOMIQUE

|.5.1.Relaxation du plasma : résolution temporelle nécessaire des raies d’ émission

Pour le régime d’induction du plasma dans nos &tudedurée du pulse laser est de I'ordre de

quelgques nanosecondes et I'énergie d’environ 10@nJfin de pulse laser, il n'y a plus

d'apport d'énergie : le plasma évacue |'énergieédeEmment acquise sous forme de :
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1. Emissions Bremsstrahlung ou rayonnement de freinageralentissement des électrons

qui perdent de l'énergie par collisions élastigeesinélastigues avec des atomes et

émettent des radiations.
2. Recombinaisons électroniguesun atome capture un électron.

3. Désexcitations radiatives un atome capture un électron et émet un phoémeidieho.

Le temps de vie caractéristique du plasma dépenda deature transitoire des densités

électroniques et peuvent étre distinguées par s@ecipie d’émission résolue dans le temps :

1000 -
Raies atomiques
900 -
800 - ———— Raies ioniques
704 * | Continuum
[%]
S 600 - E
. .z N O
intensité |, a ——5» 500+
taelai ne1 g 4001 \\
intensité [, 8 ——=—300.4 A}
taelai no2 200 A CUEN
100 - . —~—
0 PP
«—>ie 4 6 8 ,10 12 14
A A i \
Temps (us)
v v
to instant de génération du pulse ns tysi: délai avant acquisition et Atguree: durée d’acquisition a
laser créant le plasma par favoriser le rapport signal utile pproprement dite choisie pour
interaction avec la matiére, la durée  (issu des raies atomiques et intégrer le signal utile avant son
de vie du plasma correspond a la  ioniques) par rapport au bruit extinction
durée du pulse (continuum de fond)

figure 1-8 : Evolution temporelle des émissionsiasides d'un plasma induit par laser

» Phase n°l: une émission radiative (continuum) est due yomaement des électrons libres
(Bremsstrahlung, rayonnement de freinage). Il masgs raies d’émissions atomiques et
ioniques des éléments durant environ 2 us et doit de pas étre considéré pour I'acquisition
du spectre (délai de 1 a 2 ps). Son profil de déton est de type exponentiel fortement
décroissant : la résolution temporelle par ret&datquisition (on parlera d#elai) des raies
atomiques et ioniques, dont les profils de désatioit sont moins prononcés, est alors
obligatoire dans le régime monopulse ns pour paouesiacerber le signal utile (raies
atomiques et ioniques) du bruit de fond spectral.

» Phase n°Z entre 0,5 et 2 us apres la formation du plasies,émissions proviennent
majoritairement des espéces ionisées.

» Phase n°3 entre 2 et 10 us, les radiations sont principaténdees a la désexcitation des

espéces atomiques neutres.
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Dans ces derniéres phases (au bout de 1 a 2 wsaqtg environ 10 us), lintensité fdu
continuum a fortement diminué et laisse apparé@geaaies d'émission atomiques et ioniques
des éléments du plasma. Le spectre sera acquisettesphase. Deux parametres tempdrels
seront ainsi systématiquement optimisés dans le deutmaximiser le rapport « signal
d’émission des raies » par rapport au bruit issaahiinuum de fond spectral) :

0 Délai d'acquisition tges - durée au bout de laquelle on débute I'enregrstre des

eémissions apres avoir attendu la diminution d’émrsslu continuum,

o] Durée d’acquisition Atg,¢e : durée d’enregistrement proprement dite d’'undigale

la durée de vie des émissions des raies atomiquesniues avant que celles-ci he
s’éteignent.
La figure 1-8 illustre le rdle crucial de la résthn temporelle avec le décalage |de
'acquisition. Pour exemple, le signal acquis etgrdélaitygiaj no1 €t tagiai o1 + Atguree peUt étre
plus important qu’'un déldig.i ne2 plus élevé. Toute série d’expériences LIBS setanigee

pour maximiser le rapport signal par rapport autifRSB).

Phase n°4: au-dela de 10 ps, le rayonnement provient sudeumolécules simples générées

en périphérie de I'ellipsoide plasma(CN) ou par des recombinaisons atomiques.

La quatrieme phase (au-dela de 10 us) correspordbandes d'émission moléculaires
caractéristiques des recombinaisons atomiques diantau cours du refroidissement fdu
plasma. Cette phase peut étre intéressante potaines analyses (étude des molécules
aromatiques) : les raies d’émissions atomiqueset@ndonc a disparaitre au profit de ¢es
bandes moléculaires trés stables, (CN...). Nous verrons ultérieurement la possibilité
d’utiliser ces raies moléculaires comme biomargsi@aur la détection et I'analyse par LIBS

des pollutions (contaminations) bactériennes.

1.5.2.Spectrométrie d'émission atomique: résolution spectrale qualitative des

raies caractérisant la matiere excitée par plasma

La LIBS permet de détecter et doser des espécascates par la résolution temporelles des
raies émises par le plasma. Dans le plasma, onspepbser une distribution des populations
des niveaux excités selon la loi de Boltzmann. Iddusie transition d’un état supérieur i vers
un état inférieur j, I'intensitg; Id’'une raie émise par un élément est donnée urdtéon |-3 :

1 hc NgiAj E A
lj =—— exd — équation 1-3
4T[ )\ ij Z(Texc) kT

exc

avec :
h : constante de Planck exd . température d’excitation
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c : vitesse de la lumiere N : densité d’especeesurd dans le plasma
Ajj - longueur d’onde de la transition Z{J : fonction de partition

Aj : probabilité de transition pour la rai€; : énergie du niveau excité a partir du quel
considéree la transition a lieu

g : poids statistique du niveau d’énergie de dépdetla raie d’émission

Les raies d’émission sont liées a des longueursid#ocaractéristiques d’une transition
électronique d’'un élément. Elles sont identifiabbes l'intermédiaire de bases de données
internationales de spectroscopie comme celles diomMd Institute Of Standards ou NIST

[30]. La figure I-9 identifie des raies du soufrar gxemple. Des informations quantitatives

peuvent étre extraites via les hauteurs (ou agentks.

2000 - S 921,291
1800 -
S 922,811
1600 -
—~ 1400 1
g
3 1200 1 S 923,749
o
*2 1000 -
‘2800
Q
£ 600 -
400
200 -
0 T T T T 1
917 919 921 923 925 927
Longueur d'onde (nm)

figure 1-9 : Spectrogramme obtenu avec un monochteur doté d’un réseau 1200 traits.ihet couplé & un
détecteur ICCD. Région spectrale 917-927 nm d’'éomsisIBS d’un gaz Sgpur détecté par un pulse laser

Nd :YAG d’énergie 100 mJ et de durée 6 ns focalaeéune lentille plan-convexe de longueur focalends.

Autres parameétres : accumulation de 100 tirs swepactre, délai et durée d’acquisition d’un tirpd et 20 ps.

1.5.3.Exploitation quantitative des intensités des raies d’ émission

L’équation I-3 relie l'intensité | et la densitéedpéce N contenues dans le plasma. Si le
plasma est représentatif de la composition de #ethon, il est possible de réaliser des

analyses quantitatives élémentaires en tracardrdges d’étalonnage.

[.5.3.1. Bases de données bibliographiques

La bibliographie présente de nombreux calculs disitds de détection établies

expérimentalement sur divers type d’échantillongs Ltableaux suivants compilent les

......
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Elément Matériau Raie d'émission Li[nite .de Ref.
(nm) détection
c Gaz CRCl, dans air]  C () : 247,856 3 ppm CEB
Acier C():97,7 1,2 ppm | [32]
Ti aluminium Ti () : 423,5 3 ppm [33]
o gouttelette Ca(l) : 393,36 20 ppb [34]
lignite Ca (l) : 396,85 60 ppm [35]
cu Acier Cu(l):327,4 30 ppm [36]
Sol Cu (l) : 324,75 6 ppm [37]
Al Alliage de zinc Al (1) : 309,27 9 ppm [38]
Bois Al (1) : 394,403 18 ppm [39]
M Aluminium Mg () : 280,3 200 ppb | [33]
9 aérosol Mg(l) : 285,2 20fg | [101]
aérosol . 10 ppm [40]
Pb <ol Pb (1) : 405,78 17 ppm [41]
tableau I-1 : Exemples d'éléments recherchés &S dians un échantillon dans I'air

1.5.3.2. Méthodes d’obtention des limites de sensibilité

Dans le chapitre suivant, nous rappellerons lesutalpermettant I'accés aux limites e
détection depuis I'exploitation de intensités refteauteurs) de raies d’émission pour :
. Doser des éléments de facon absolue pour les deg gdrticules suspendues

. Etablir des concentrations relatives pour des sragdlémentaires diluées dans yne

matrice présentant des majorants (cas des surfaces)

L’exploitation plus poussée ouvre méme la voiadehtification :
. Etablissement de la stoechiométrie des moléculesugas

. Classifications d’échantillons par traitement nmuatiés des identifiants spectraux.

|.5.4.Détermination de la température él ectronique du plasma

Le plasma thermique induit par pulse laser est dieunprésentant des états transitoires se
désexcitant de facon exponentiel dés la fin duep(dé figure I-8, page 39). La température
du plasma évolue de la méme facon. Son estimasiopossible si et seulement si I’hypothése
de I'équilibre thermodynamique local (ETL) est éail.’expression de Boltzmann est alors

utilisable pour calculer la température :

| =g,AA exg - E, équation |-4
kaexc

avec g le facteur de dégénérescencelaAprobabilité de transitiori, la longueur d’onde de
transition, El'énergie de I'état supérieur, ka constante de Boltzmann,£8,62 10° eV.K™)

et Texc la température du plasma donnée a un certain délai
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Le tracé de la courbm(I [A,/g,A;) = -E_, /K, T, = F (Eo. /K,,) iSsue de I'équation I-4 de la
loi de Boltzmann permet d’obtenir une droite d@date ¢1/T,, ) qui fournit la valeur de la

température plasma pour un laps de temps donné $blgpothese de : la température
calculée est une moyenne durant un court délaiad@hlase de relaxation du plasma.
Expérimentalement lesek sont de l'ordre de 10000 K : la température ébeitjue des

plasmas sera estimée dans la partie expérimeritdiene I'annexe V. La figure I-10 illustre

I'ordre de grandeur des especes excitées dansasmald’air.

1 3 pamrs——— - J

Zone des 1 [ \i ' ‘
températures 1 i/
électroniques des d, 1 *
plasmas induits par l @
les pulses laser :
utilisés dans des ‘
conditions
normales de
températures et de
pression : des
valeurs de 20000 K 10
peuvent étre ]
atteintes

A

40 50 60

102

Raumanteile

-4
10775 80

Temperatur x 10° 1°KJ

Gamme de températures atteintes de facon tramsfiairle plasma lors de sa relaxation

figure I-10 : Diagramme illustrant la compositioesdespéces dans un plasma généré dans I'air selon |
température du milieu plasma a I'équilibre thermuaiyique et a la pression de 1 bar [42]

Le fait de détecter des raies atomiques (I, espaeases excitées) et des raies ioniques (ll,
especes ionisées une fois et excitées) établitlepiglasmas sont des milieux hautement
énergétiques. Cela confirme aussi la nécessaimutiés temporelle de I'acquisition des
especes excitées (atomiques et ioniques) se relakdaudra choisir les meilleurs paramétres
temporels (délai et durée de l'acquisition de cleaguasma) pour optimiser le rapport

signal/bruit spectral.
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[.6. CONTROLE DU VOLUME ECHANTILLONNE PAR LE PLASMA : ROLES DES

PARAMETRES CONTROLANT LA DENSITE DE PUISSANCE DES PLASMAS

Le faisceau en sortie de laser est focalisé stibla (gaz ou surface solide ou liquide) a l'aide
d'une lentille. Si la densité de puissance estisadfte : un plasma est créé. Selon les
propriétés du faisceau laser (diametre initial r@ieeet durée de pulse) et de la distance focale
de la lentille, le plasma est caractérisé par wesité de puissance (quantité d’énergie par
unité de surface). Elle conditionne la taille dagpsha dans l'air et la quantité de matiere
ablatée en surface. Les précédentes theses et#fse@uéCEB [1] [2] [3] se sont attachées avec
soin a préciser et mesurer systématiquement :

Pour un plasma dans l'air: ses dimensions et sa densité de puissance sont&s pour

évaluer le volume d’échantillonnage (gaz, partisplet résoudre spatialement la répartition
des especes excitées en observant les différemes plus ou moins émissives, donc plus ou
moins chaudes du plasma.

Pour une ablation surfacigue: la densité de puissance déposée en surfacetiommadint la

guantité de matiere ablatée sous forme d’'un cratenéque présentant un certain diametre

prévisible et une épaisseur mesurable.

|.6.1.Calcul deladensité d’ énergie au point focal

La densité d’énergie déposée peut étre calculésldaras des deux types d’interactions selon
un plasma créé dans I'atmosphére ou sur surfatautlpréalablement déterminer la taille de

la tache focale suivant la longueur d’onde lasetaille du faisceau laser, la longueur focale
et la distance tache focale—surface (FTSD).

En focalisant une impulsion laser, la densité dsgamce du faisceau augmente tout au long
du trajet optique, atteignant son apogée au fdayetaille du faisceau laser au point d’impact

avec la matrice échantillonnée (gaz ou surface)démtrminée avec les caractéristiques du

faisceau et de la lentille (cf. figure 1-11 et ligdion I-5) :
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Lentille
/— Plan de focalisation

Foyer

N el / » |
‘ﬁ‘

f X

figure 1-11 : Focalisation d’un faisceau laser pae lentille convergente

%_r_ r

f+x _;_x+‘FTSq

équation I-5

d : diametre du faisceau incident a : diametreadédhe focale a FTSD=0 mm
f : focale de la lentille r=al2

FTSD : Focal To Sample Distance ou distance taotedé—surface

X : écart entre le point d'impact théorique etlenpde focalisation réel

r' : rayon du faisceau au niveau des impacts quesqii¢a défocalisation (FTSB 0)

.6.1.1. Influence de la défocalisation du laser sur unéaser

La distance entre la surface a échantillonner dodgueur focale de la lentille ou FTSD
(Focal To Sample Distance) est un facteur importaftidencant I'initiation du plasma, sa
forme, son analyse spectroscopique et donc la i@iashd matiere ablatée, l'intensité des

eémissions radiatives de plasma et la taille depauot :

Défocalisation
Positive

Distance fibre optiquefcible {mm)

-

; Cible
Fibre optique /

R
Cible % . 0
H .

Lentille \ ._=C

Distance tache focaleicible {mm)

Cible

Deéfocalisation
Meégative

figure 1-12 : Schéma de principe sur la défocalsa(FTSD)
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FTSD négative ou_défocalisation négative plasma froid et de petite taille. L'impact

observé est caractérisé par un cratére profondiguits dizaines de pum)

FTSD nulle : distance lentille-cible égale a la distance fec&n anneau chaud se forme

autour du plasma, ce qui réduit les performancd®dalyse spectroscopique.

FTSD positive ou défocalisation positive plasma prenant la forme d’'un plasma induit en

milieu gazeux. Des molécules d’air ambiant peuyamticiper a la formation du plasma. Les

impacts observés sont généralement larges et stiplstf

La figure I-12 illustre également I'importance de Hésolution spatiale pour imager des
diverses zones du plasma. L. Dudragne [2] et SeM8t ont montré que les états excités se
répartissent differemment dans le plasma a causegdidients thermiques et des effets
complexes de I'onde de choc présentant une viggsersonique (> a 10n.sY).

1.6.1.2. Calcul du rayon du faisceau laser au foyer dentlle

Pour une FTSD de 0 mm, les formules d’optique p#antle calcul du diamétr@ (en mm)
du faisceau au foyer de la lentille :

a=f.0 équation 1-6
avecf la focale de la lentille en mm @da divergence du laser en radian, donnée par :

0= k.2,44% équation I-7

J est la longueur d’'onde du laser,le diamétre du faisceau ktle facteur de qualité du
faisceau (nombre de fois la limite de diffracti@gel a 2 pour un laser Nd:YAG. D’ou :

a=2,44. % équation 1-8

Pour une FTSD de 0 mm et aves 1,064.1G mm;f = 130 mm etl = 8 mm, le calcul donne
un diamétrea du faisceau au foyera = 8,4.10° mm = 84+ 5 um, d'ou le rayonr
correspondant du faisceau (a/2) égal & 4;2rfith = 42 pum.

Si une surface est placée a la distahcke cratere témoigne de l'ablation. La figure 1-13
montre un impact mesuré, assez proche de la viddéarique (~100um au lieu eu de 84 pum).
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visualisation de I'axe du faisceau

A Diametre
laser orthogonal a la surface

expérimental = 100 pum

rebords du cratéere édifiés apres
refroidissement de la mati€re
sublimée

figure I-13 : Image MEB d’'un impact sur cible méiaie (Ajaser:1064nm ; Eyse: 100mJ, FTSD : Omm)
S. Morel [3] a établi une relation empirique erlzediametre de la tache focale du faisceau

laser et le diametre de I'impact :
Dexp= 0,4.Dneo + 400 équation 1-9
Le diameétre d'impact total sur la surface est jiugortant puisque le plasma, opaque avec un
laser a 1064nm, s’étale et érode la surface audidetint focal. L’équation 1-8 montre que le
diamétre théoriqua peut facilement étre réduit :
en augmentant la taille du faisceau, limitée palidenétre de la lentille de focalisation,
en diminuant la longueur d’onde du laser,
ou en diminuant la longueur focale de la lentille.
Avec les valeurs considérées, nous obtexond ,38 mm qui permet d’obtenir les valeurs de

r’, le rayon du faisceau au point d’impact en forrctie la FTSD

FTSD (mm) d’ = diamétre de I'impact en um
0 84%5
+1 145+ 9
+2 206+ 13
+3 267+ 17

tableau I-2 : Diamétre du faisceau laser a I'eridteil'impact en fonction de la FTSD

1.6.1.3. Densité d’'énergiedans le cas d’'un faisceau laser

focalisé dans I'air

La formation d’'un plasma dans l'air ou en surfacg@&spond a un phénoméne de claguage ou
"breakdown", c’est a dire a lionisation de l'aiu @le la matiére éjectée de la cible. Les

conditions d’apparition d’'un claquage dépendentaddensité d’énergie apportée. La densité

d’énergie® apporté en W.cif par le flux laser sur la surface en fonction demditions

expérimentales est calculée selon I'équation I-10 :
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2
CD=E=O,21.P i équation 1-10
S KFA

P : puissance en W d: diamétre du faisceau en cmfodale de la lentille (F = 13,0 cm)
A : longueur d’onde du faisceau¥ 10,64.1C¢ cm)
k : facteur de qualité du faisceau Nd :YAG (k = 2)

La puissance du pulse laser est calculée par porapntre I'énergie du pulse laser et la durée

du pulse :P:tﬁ, avec E, énergie du pulse laser (par exemple E =08 100.18 J) etg,
p

durée du pulse (& 6.10° s).

155 mJ

Sens du 72m]

faisceau laser

50 mJ

32mJ

23 mJ

figure 1-14 : Forme et dimensions d’'un plasma sbijglal induit dans I'air par laser ns, de longuandei =
1064 nm, de diamétre 5 mm et focalisé par unellente focale 65 mm selon des énergies variables

=)

Comme illustré par la figure 1-14 et vérifié expaentalement par Dudragne [2], les plasmas
induits par pulse laser selon des parametres @®iqunnus présentent une densité de
puissance et une taille reproductibles qui perragtroe on va le voir dans la suite du rapport

de définir un volume d’échantillonnage d’'une atniasp.

La résolution spatiale des zones du plasma pemetie sélectionner les zones les plus
émissives (aux environs du point focal de la lenplour toute espéce) dans le but d’avoir des

rapports signal/bruit optimisés (cf. figure I-15).
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Point focal de la lentille

200 4
500
7004
600

5004
400 4

1004

Raie d'intensité du soufre 921,291nm (coups)

3 mm

123436 78 91011MM2131415161718192021222324
N° position fibre optique

figure 1-15 : Evolution de l'intensité des taiegdiissions (ici S) selon les zones du plasma résclpatialement
par observation par fibre optique — Méthode dévméepau CEB pour estimer la taille du plasma [1] [2]

1.6.1.4. Densité d'énergiede choc dans le cas d'un faisceau

laser focalisé sur une surface

Connaissant les valeurs du rayondu faisceau en fonction de la défocalisation, dasité
d’énergied (en W.cn¥) se calcule selon la surface du faisceau & I'éndeol'impact :

__E

m(r)xt,

Comme pour les parametres précédents, la longusatef a une grande influence sur la

équation I1-11

forme et la taille du plasma induit sur la cibléid®: cet effet est différent selon la nature du
matériau. L. Dudragne [2] a étudié, sur des cibtdgles (PTFE et PVC) le comportement du
plasma en fonction de la longueur focale et dETI&D (Focus To Sample Distance, c'est a
dire la localisation de I'échantillon solide pappart au point focal).

Les changements, de longueur et de surface du aléawec la FTSD ou la focale de la
lentille), entrainent une modification de la réjem spatiale des intensités de raies. Au
niveau de l'analyse, une lentille de focale impatgapermet d’avoir un grand domaine de
défocalisation ou les intensités des raies somiifgigtives. C'est pourgquoi pour nos études,
unelentille de longueur focale assez importante a éthoisie (65 mm)permettant ainsi un
bon compromis pour analyser a la fois des gazeadmsols et expertiser des surfaces.

Le rb6le de I'onde de choc est aussi crucial susi¢gmal spectroscopique obtenu. Pour des

FTSD positives (point focal en dehors de la surfaejragne [2], Morel [43] observent la
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présence d’'un plasma atmosphérique situé prés fiedde de la lentille et d’'un autre plus

petit sur la surface de I'’échantillon (voir imagemlasmas sur cible PVC avec figure 1-16).

FTSD (mm)

-3

-2

0

2

4

PVvC

figure I-16 : Images de plasma induit sur ciblePd&C en fonction de la défocalisation du laser

Les ondes de choc générées par les plasmas engeddretant plus de mouvements de

matiere €jectées que la défocalisation est posile® atomes en surface sont ainsi arrachés et

aboutissent dans le plasma aérien, ce qui expleg@rofils des figure I-17 et figure I-18.

Ces phénomeénes doivent étre pris en compte lotalolation de contamination de surface

pour éviter d’éjecter trop de matiere.
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figure 1-17 : Evolution des intensités selon

les distances FTSD et fibre/cible dans le cas
de la lentille de focale 65 mm

figure 1-18 : Evolution des intensités selon
les distances FTSD et fibre/cible dans le

cas de la lentille de focale 130 mm

La FTSD influence l'initiation du plasma, sa forneguantité de matiere ablatée et I'anal
spectroscopique.

La résolution spatiale des raies d’émission d’'uaspia s’avere cruciale pour obtenir ¢

intensités importantes et des rapports signal igur dptimisés.

/se

les
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|.6.2.Formation du cratére

1.6.2.1. Influence de la longueur d’'onde

Le taux de matiére éjectée (et donc la forme deotee ablatée) est expliqué par la relation

entre le coefficient d’absorption de la surfacdadeible et la longueur d’'onde émise :

a :T X équation 1-12

aveca coefficient d’absorption de la surfadeJongueur d’'onde du rayonnementyeindice
d’absorption du solide.

Le coefficient d’absorption augmente donc quantbigueur d’onde diminue. Fabbset al

[44] ont déterminé un taux de masse ablatée erikgi¥ au moyen d'un laser verre
néodyme a haute densité d’énergie'{M.cm?), en doublant et en quadruplant sa fréquence
par un cristal de dihydrogenophosphate de potas¢i{di). La corrélation expérimentale

masse ablatée/longueur d’onde est la suivante :

o
m = 110.[%} 27 équation 1-13

avec®d,: flux absorbé en W.cih

Pour les raisons précédemment évoquées, nous éoersids toujours dans nos expériences

la longueur d’'onde fondamentale1064 nm d’un laser pulsé Nd :YAG.

1.6.2.2. Influence de I'énergie

En fonction de I'énergie de pulse, la cible intergdus ou moins avec le flux photonique. S.
Morel [3] a calibré par profilométre I'impact lassur une peinture OTAN en polyuréthane
(Microscope Confocal Lumiére Blanche uSurf de Naoo$oGmBh). Cet appareil permet

d’obtenir, par lecture optique, des vues topogmgus de dessus, de profil et en 3D. Les
impacts issus des plasma laser ont été étudiés Béfergie de pulse, le nombre de tirs, la
fréquence du laser.

Les impacts laser produits pour des énergies dsepariant de 20 a 150 mJ (cf. figure 1-19)
présentent un diametre compris entre 100 et 500opsque la focalisation correspond a une

FTSD de —2 mm, valeur en accord avec celle obteveelas images MEB.
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20mJ
e 1 ‘v"’ 1
[5] 1808 Z@a 380 um 7] 108 Zo0a EJ=T7] a

figure 1-19 : Images d’'impact obtenues sur une fpegnOTAN a l'aide d’un profilomeétre pour différexst
énergies laser (Nombre de tir : 1 ; Distance foca@0 mm ; FTSD : -2 mm).

Une relation empirique est extrapolée entre le diaenexpérimental du cratére et la densité

de puissancé utilisée et permet d’estimer le diamétre d’'impact

Dexp= 1,84.10.0°° + 400 équation I-14
Dans une deuxieme étape, l'influence du nombrdrdestir la taille des impacts est étudiée
(cf. figure 1-20). Pour d’un seul tir laser, le fitale I'impact est trés « torturé ». Pour 10 tirs,
la zone d’analyse apparait comme une concavit@&wdaution sphérique. Une comparaison
entre 10 tirs effectués tir a tir et a 50 Hz momtams le méme tableau que I'impact a 50 Hz

est moins régulier et élargie : le matériau n’aspuefroidir avec un tir toutes les 20 ms.

¥
W%N

] ig8 [2e@ [30@

56 ee 156 1266 256 [6a [B56 1466

Mﬁfm

Volume= 2.103 mm3 10 tirs50 Hz
Hauteur=50 um

1ee [2e@ 200 408 un
a8 Le@ 260 (398 460 um

10 tirs tir a tir

figure 1-20 : Images d’'impact obtenues sur une peOTAN a I'aide d'un profilomeétre pour différemtombres de
tirs laser (Energie de pulse : 100 mJ ; Distancalfo: 130 mm ; FTSD : -2 mm).
Un contrble de la profondeur ablatée est possialence montré par Dudragne dans sa these
gui ablate sélectivement des couches d’or d’épaisseanométriques connues déposées par
plasma sur du PTFE. La figure 1-21 montre qu'un s@dula 80 mJ permet de creuser

intégralement une couche de 30 nm d’or par le sievia raie Au a 751,073 nm. De méme,
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pour un tir a 100 mJ, il est possible d’estimep#iisseur maximale ablatée sur une couche
d’or d'épaisseur variable : 35 nm permettent detqger du PTFE comme le montre
I'évolution de la raie du fluor a 755,224 nm préseb un palier.

300000 T e 2000 -+
0000 + 3
& S 1500
200000 + E
S 1000 -
350000 + 35
0
‘200000 + g 500 4
[J]
$50000 E .
= |
0+ 0 20 40 60 80
0 50 100 150 200 i '
Energie de puilse laser (mJ) Epaisseur de la couche d'or (nm)

figure 1-22 Evolution de l'intensité de la raie fthior a
755,224 nm en fonction de I'épaisseur de la codidre
déposée sur la cible de PTFE — Energie de pul€9-1l
— Défocalisation négative = -2 mm.

figure 1-21 : Evolution de l'intensité de la raie kbr a
751,073 nm en fonction de I'énergie de pulse laser
Cible PTFE recouverte de 30 nm d'or

Selon la densité de puissance et le nombre de patsenulés sur une position d’une surfgce,
'ablation laser permet de résoudre en profonddutagralement la composition d'une
surface. Les applications sont alors nombreusescrédisation d’'une contaminatign
surfaciqgue de la surface elle-méme, résolutioniapat des structures multi couches |en

microélectronique, etc.

1.6.3. Influence delaFTSD sur le diamétre d'impact

Comme la surface de la tache focale du faiscear lamie avec la distance tache focale—
surface (FTSD), il faut mesurer la surface de l'istselon la FTSD (cf. figure 1-23) :

700 - #l Diamétre expérimental
600 4 B Diametre théorique du point focal
|
g - ] a =
o | |
g 400 '
g ] ||
= [ | u
; 300 -
© | ]
Q
= | 200 - |
_g | |
o 100 g
" T T T T 6 T T T T 1
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
FTSD (mm)

figure 1-23 : Evolution du diamétre théorique epésmental e I'impact en fonction de la FTSD.
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La taille de I'impact est symétrique par rappourg défocalisation nulle tout comme la taille
de la tache focale du faisceau symétrique par rappigooint focal de la lentille.
L’analyse spectroscopique de I'ablation laser déé et issue de l'interaction entre un pulse

ns et une surface constitue donc un outil analgtéfalonné.

1.6.4.Conclusion : laLIBS comme méthodol ogie analytique calibrée

La LIBS permet donc la génération d’'un plasma destdaractéristiques sont maitriséeg en
termes de :

> volume de gaz ou quantité de matiere ablatée

> analyses qualitatives des espéces composant laglas
> exploitations quantitatives des intensités de rdiésiission a des fins de dosage, mais

aussi d’identification et de classification comrestrée dans la suite.

|.7. CAS PARTICULIER DE LA PRESENCE DE PARTICULES DANS UN GAZ : AEROSOL,

NANOMATERIAUX , CLUSTERS DE CONDENSATION

|.7.1.LIBS et aérosols

La présence de particules dans un gaz, et damsefaiparticulier, exprime la situation
traditionnelle de milieux naturels ou industriesractérisés par un systéme binaire, voire
ternaire. En effet, les centres de nucléations (mwétalliques, clusters, etc.) sont responsables
d’agrégats moléculaires, en général des moléculesud mais peuvent étre le support
d’aérosols toxiques (vapeurs de composeés organiplasles — COV — en postcombustion,
émanations d’élevage industriels, activités agesale traitements, etc.).

Dans ces conditions, I'étude de la LIBS en milieyped@ aérosol revét un caractére
particulierement important tant par la diversités dgplications que par la qualification
nécessaire du volume du plasma crée par le puse. lae volume du plasma dépend des
propriétés diélectriques du gaz en général de dlairs les activités de la sécurité civile et
militaire, mais également des aérosols présentslede composition et des agrégats
meétalliques associées, voire des bactéries, spargsains de pollen.

Les mécanismes d’interactions entre une particulenelaser focalisé induisant un plasma
sont complexes. La physique des plasmas fournidpeformations concernant les processus
physiques et les échelles temporelles de dissoogt’une particule dans un plasma de durée

de vie courte (croissance en quelques ns, puisatibe en quelques us).
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Martin et al. [45] ont fait une revue sur les couplages LIBS pbanalyse d’aérosols.
Fondamentalement, les mécanismes du couplage LIBBtpa(s) sont voisins de ceux du
gaz avec des seuils de claquage abaissés (préskncemicroparticules), par contre

I'échantillonnage apparait statistique, ce qui Béite un protocole particulier.

1.7.2.Spécificité de |’ échantillonnage de particules par un plasma

L'axe essentiel de notre étude va résider danslyae par LIBS d’'un aérosol (aqueux ou
minéral) et de ce fait la densité de I'aérosolegme de particules par unité de volume est I'un
des enjeux majeurs. La notion d’échantillonnage gmélevement préalable constitue I'intérét
essentiel de la LIBS. Encore faut-il pouvoir défilervolume d’analyse et la probabilité de
présence de l'aérosol dans le volume d’analyseerogcou encore peut-on I'exprimer en
terme de probabilité de rencontre entre un plagralisé et des particules souvent de taille
de quelgues micrometres. Des variations dans |aitdend’aérosols peuvent affecter la

probabilité qu’une particule soit le volume plasmhusieurs possibilités existent :

Aucune particule n’est présentedans le volume plasma,

Particule localisée dans les régions périphériguedu plasma donc froides et par

conséquent présentant de faibles irradiances,

Particules localisées dans les régions les plus derm en énergie du plasmau centre du

plasma et par conséquent présentant de tres hiaatiances.

Pour échantillonner des particules d’aérosols, ndéte de distribution en loi de Poisson sera
considéré et basé sur la concentrafiben particules et le volume d’échantillonnagela
probabilitéF qu’une particule soit dans un volume d’échantilageV donné (soit la région
spatiale définie par le faisceau laser focalis&,cadle représentée par le volume physique du

plasma) peut étre calculée selon 'équation déjaigéear :

F=1-eVM équation 1-15

Grace a ce modele probabiliste, de nombreusescafipis ont été effectuées pour analyser
directement sur les aérosols en vol.

L’équipe de Hahn a largement contribué a ce dompareune analyse conditionnelle en
monocoup sur des particules uniques afin d’'amélilresensibilité de la méthode [46] [47].
Cette étude statistique repose sur la connaissangelume du plasma. L'étude de Carranza
et Hahn [83] propose la détermination du volumepthsma sous trois aspects : statistique,

physique et le dernier basé sur les émissionsatna. Lors de cette étude un laser ND:YAG
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délivrant une énergie de pulse de 315 mJ permegéaerer des plasmas hautement
reproductibles. L’analyte utilisé est une solutioantenant des particules de silices de
différentes tailles (diametres de 1,0; 1,5 et @2rh) dispersées sous forme d’aérosol de
concentration comprise entre 2 et 5 particuled.cmanalyse conditionnelle en mono tir,
repose sur la validation d’'une interaction plagradicule lorsque l'intensité de la raie de
I'élément observé dépasse une certaine limite.

Le volume statistique du plasma est déterminéidd’de la loi de Poisson de I'équation I-15.
F représente le taux de rencontre plasma/partietie,le nombre moyen de particules dans le
volume du plasma. Ce dernier est définie par :

M= N*V équation 1-16
N est la densité de particules dans I'aérosol ket ¥olume du plasma. Pour de faibles valeurs

de p le taux de rencontre plasma/particule peatagproximé F = y= NV
Le volume statistique Mlu plasma est alors donné par :
Vs =-Inl-F)/N équation 1-17
Une solution de particules de silice de 2 um dendise a permis de déterminer un volume

statistique de 1,170° cnr’. Le médiocre coefficient de détermination (R2=0)98e la courbe
(-Inl-F)=f(N) ) ayant permis de calculer ce volume s’explique piateraction

laser/particule avant le point focal provoquantfdamation du plasma et I'enregistrement

d’'une interaction plasma/particule faussant amsalix de rencontre F.

— Sample
b e Chamber

— .
Laser . .'.-‘.-
Beam EED, <

Plasma Volume

Porous Plate

? @ f Mass Flow

Controller

Co-Flow

Nebulizer

Nebulizer Flow

figure 1-24 : Schéma du systéme de génération dsaéicouplé avec une chambre d’analyse LIBS
Pour des aérosols de faibles densités particuldaesoncentration massique d’analyte par
volume de gaz C peut étre déterminée par une analgaditionnelle, en employant le

protocole décrit préecédemment selon :

C=XF équation 1-18
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X est la concentration massique équivalente emgitt® moyennée sur I'ensemble des
spectres validés, F est le taux de rencontre phsrticule. Plus classiqueméht mN, m
est la masse moyenne d’analyte par particule. Eplanuavec les équations précédentes on
obtient la relation :
X=m/V équation I-19

V est ici le volume du plasma basé sur ses émissiom volume obtenu est de 2;880°
cm’.
Hahn en extrapole la taille d de la particule asédypar la relation :

4= (6 X [V j%

Tip

avecp la densité de la molécule dont est issue la pagtic la fraction massique de I'élément

équation 1-20

d'intérét par rapport a la molécule, x la teneussigue de I'élément dans le volume plasma
V.

Le volume physique du plasma est obtenu en mesladsbrbance de celui-ci. Un second
faisceau laser (Nd : YAG, 532 nm) est tiré 20 nsegpe faisceau initiale (Nd :YAG, 1064
nm), en mesurant sa transmission (loi de Beer-Latpb@pport de I'énergie transmise sur
I'énergie du faisceau en I'absence de plasma,ineises du plasma sont ainsi dessinées. Le
volume physique est alors de 1;440%cn’.

Les trois volumes de plasma obtenus par Hahn stativement proches bien que provenant
de phénomenes différents, la nature statistiqueréiévement d’'une particule par un plasma,
la vaporisation de la particule pour le plasma mues la diffusion de l'analyte pour le
volume calculé selon les émissions du plasma.

Il ressort de cette étude que le volume statistdjuplasma n’est pas homogene lorsque I'on
considére l'interaction plasma/particule. Le volutheplasma calculé a partir des émissions
du plasma est nettement plus grand que le voluatistgjue et est indépendant de la taille des

particules introduites indiquant que les particalass le plasma sont totalement vaporisées.

L’accumulation matiere particulaire par filtratipar exemple est également effectuée.
Etant donnée son caractere d’analyse in situ, dengiproductible, de multiples études
relatent le couplage de la LIBS pour la détectiemditiere particulaire sous forme suspendue

ou déposée :

Hahnet al [48] [49] détectent des effluents métalliquessiéetmosphére,
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De méme, Carranza&t al. [50] échantillonne I'air ambiant pour détecter lessidus
meétalliques de feux d’artifice,
Buckley et al. [51][52] échantillonnent les particules minéralds I'air urbain prélevé et

concentré par impaction,
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figure 1-25 : Schéma du systéme d’échantillonnagéair ambiant via un PM10
Panneet al. [53] analysent des filtres sur lesquels ont étéalablement impactés des

particules d’air ambiant,
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Figure 1-26 : Dispositif expérimental pour I'anadykIBS d’'aérosols de métaux lourds sur filtres
Lombaertet al. [87] collectent les effluents de gaz d’échappenmeateur diesel sous forme
de suies et d’especes métalliques témoins du fom@iment et de 'usure moteur.

L’analyse au vol d’aérosols par la technique LIBPaapit moins abordée et développée que
'analyse de gaz ou de surfaces denses tellesegusolides : le probleme d’échantillonnage

est important comme nous le verrons dans les preelcaapitre.

La bibliographie illustre une grande variété d'apgion de la LIBS pour la matiele

particulaire.
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1.7.3.Modéle de dissociation de particules dans un plasmainduit par laser ns

La dissociation d'une particule représente desgutés complexes mélant : la fusion de la
particule, sa vaporisation, sa fragmentation, daireation, son ionisation moléculaire, sa
dissociation et son ionisation atomique. [54] [55]

Un modele simple serait que les phénomenes decithsi®m et d’émission soient instantanés
et spatialement homogenes. Or expérimentalemerihgdw et al. ont constaté une
inhomogénéité de I'émission [52] avec des zoneamage eémissives et liées aux différences
de température du plasma.

De méme, Hahet al. [56] ont estimé la masse maximale qu’un pulser|iisk:YAG a 1064

nm d’énergie 320 mJ - focalisé pour avoir une téduoale de diamétre 100 um — pouvait
vaporiser en considérant I'analyse de billes deesihicroniques de diameétre 1 a 5,1 um en
suspension. L'analyse spectrale montre un palisrintensités émises pour les raies du Si a
partir de diametre supérieur a 2,1 um : toute lasmar’est pas analysée pour une quantité
donnée de puissance.

Horeither et al. [57] [58] [59] imagent et analysent spectralem@mteraction entre un
plasma et des billes de borosilicates de diaméfrs2Le taux de rencontre entre les pulses et
les particules suspendues est d’environ 20%. L'enagrésolue dans le temps des
interactions entre le plasma et une particule neontre diffusion d’especes atomiques (par
exemple le calcium) provenant de la particule dansasma selon une valeur de I'ordre de
diffusion de plusieurs frs. Il est mis en évidence que la particule n'agis pirectement
avec le faisceau laser mais avec le plasma.

La résolution temporelle des raies d’émission nussaen évidence une dissociation de ces
espéces Ca avec le temps de l'ordre de 10 ps:pmtaet de dimensionner la durée

d’acquisition des spectres qui doivent étre assegues (on choisit une durée de 20 ps).

Le couplage plasma induit par laser avec des aéresb complexe et encore peu compris.
Nous allons dans notre étude exploiter les acqbtenms pour I'analyse des gaz et ges

surfaces pour calibrer 'analyse d’aérosols.

|.7.4.Paramétres influents de |’ interaction laser/particul e

.7.4.1. Seuil de claquage

La présence de particules d’aérosols diminue lé dewlaguage d’'un gaz et par conséquent

le favorise [60]. La détection de la compositionceés agrégats de tailles variant de quelques
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nanométres (Id m) a quelques microns (£0m), leur absorbance étant en fait plus

importante que celle des moléculesdd N,.

1.7.4.2. Efficacité d’ionisation

L’interaction entre un faisceau laser et des pald a fait I'objet de multiples études

théoriques et expérimentales. Les mécanismes dictten entre une particule d’aérosol et un
faisceau laser hautement énergétigue sont néasspgur développer une analyse de
particules par LIBS.

Généralementavec des faisceaux laser de basse énerdiabsorption par I'aérosol de la

radiation électromagnétique et sa dispersion santadcteurs dominants de I'interaction laser-
matiere [61] [62]. Ces phénoménes sont largemeilisas pour des problématiques
environnementales telles que les transferts résliaes modifications climatiques ou de
guantité de particules dans l'air. Des outils atalyes sont développés pour ces usages : par
exemple le LIDAR dont le principe est basé suelaodiffusion d’une onde laser incidente ou
les mesureurs de tailles de particules (granulasaétptiques).

Au contraire, une interaction entre une ou plusieus particule(s) et un faisceau laser de

haute énergie_comme _en meéthode LIB&®ntraine d’autres phénomenes prédominants :

chauffage rapide de la matiére et vaporisatioraintahée des particules. Dans le cadre de la
LIBS, Armstrong et al [63] ont proposé un modélemdeunécanisme d’interaction entre laser
et matiere particulaire.

A lissue des observations expérimentales, deumcjpaux facteurs semblent impliquer le
claquage induit par laser des aérosols :

Le nombre total de particules ou densité particulae N et la granulométrie ou

distribution en taille des aérosd(®,) avecD, la taille des particules.
Le volume focalV du faisceau laser a la position de formation cismpia.
Radziemskiet al. [4] suggerent une expression pour calculer lel sliiclaquagé sei des

aérosols selon la résolution de lI'inéquation sui@an

N j v(I)F(D,)dD, 21 inéquation 1-21
Dp(h)
avec : D?,(I) le plus petit diamétre de particule détectabler pme valeut d’irradiance laser
donnée p(l) le volume dans la tache focale du faisceau’iotadiance est supérieure a la
valeur du seuil de claquage La valeur du seuil de claguadg. est alors la plus petite

valeurl pour lagquelle I'inéquation I-21 est satisfaite.
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1.7.5.Cas particulier des aérosols agueux

La modification du claguage diélectrique d’'un gazpeésence d’aérosols aqueux fait I'objet
de nombreuses études tant sur le plan de la ppéaviles orages que dans celui du domaine de
la sécurité industrielle (cas des disjoncteurseggample). A titre d'illustrations, on peut citer
les travaux de Chang, Eickmaesal [64] [65] qui ont examiné par résolution spatitde

émissions d'aérosols de microgouttelettes aqueuses.
[.8. CONCLUSIONS

Le savoir accumulé pour I'expertise LIBS de surfacel de gaz permet d’appréhender le
couplage de la LIBS pour l'analyse de I'échantillen plus complexe : les particules

d’aérosols. En suspension dans un gaz vecteur oosélép en surface, ces derniéres
constituent un milieu binaire.

Les prochaines étapes consisteront donc a :

Etudier la faisabilité de la détection des espédemigues contenues dans les particlles
d’aérosols a partir des performances analytiques lmlncs expérimentaux initialemegnt

développées pour I'analyse LIBS de gaz et surfaces,
Adapter les configurations optiques et mécaniqums pliscrétiser les particules d’aérospls
par rapport a leurs matrices interférentes,
Exploiter — aprés optimisation — les marqueurs @®gr la catégorie d’échantillons d’intéfét
(particules et matrices (gaz et surfaces)).
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[I. CARACTERISTIQUES DES UNITES D'’ANALYSES LIBS REALISE ES

[I.1. CARACTERISTIQUES DE BASES D’UNE CHAINE DE MESURE PAR LIBS

Lors des trois theses menées au CEB entre 199208t 20 la thématique de la LIBS, un

montage expérimental calibré été développé pounde aux fonctions de la LIBS :

1. Geénération _de plasmas _calibrés en taille_et densitde puissance pour gaz et
surfaces,

2. Résolutions des raies d’émissions issues du plasmalon trois niveaux :

> spatiale (échantillonnage optique des zones du plasma medgeles rapports

signal sur bruit maximisés),

> spectrale (séparation des longueurs d'onde caractéristiqdes raies
d’amission),
> temporelle (décalage de l'acquisition pour minimiser le RSB durée

d’intégration optimisée des émissions radiatives)

Les études ont principalement été effectuées gidar montage de laboratoire développé

depuis 1992 au CEB mais qui a été modifié duran¢ teése :

Cellule Cible
/ Solide Fibre optique

Lame séparatrice 95/5 .. Sortie

Cellule

- [ Laser puise Jp \\ /\j'“"'

‘30—'"(')@"'('&0‘

' miroirs )
H Joule-métre \ Entrée
' |

H -

|__|Gated image D .

i ifi 200 Cellule Gaz

| intensifier

> S L ntrée Sortie
Tonoevonateu] _| |

Fibres optiques

figure 11-1 : Schéma de principe du montage LIBSalmratoire avec laser, réacteurs, fibre optique,
spectromeétre, détecteur

1.

Remplacements de matériels obsolétes et en fin de {détecteur)

2. Acquisition de nouvelles technologies détecteur iICCD intégrant intensificateur | et

générateur de portes temporelles (Roper Pl MAXgraniniaturisé (Quantel CFR200 |et
spectrométre compact a large bande spectrale etiémeteur iCCD (Andor Mechelle

complet). Les protocoles et paramétres pour détkxtayaz et surfaces sont conservés
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3. Conception d’un réacteur pour aérosal en s’'inspirant des acquis sur les gaz.

Le protocole débute par le déclenchement d’'un puals® des deux lasers Nd:YAG
(quelques ns et=1064 nm) équipant le banc. Les pulses sont achepa@nées miroirs de
renvoi vers une lentille de focalisation montéet sa face avant de la cellule d’analyse de
gaz et d'aérosols, soit au-dessus de platines mé&s pour les surfaces.

Le pulse laser engendre, au niveau de la focala tentille (65 ou 130 mm), la formation
d’'un plasma thermique dont les émissions radiatsa# recueillies par une fibre optique
(longueur : 3 m), et acheminées vers un spectr@r(@onochromateur ou spectrometre a
réseau Echelle). En sortie de ce dernier, un détectE&grant un intensificateur couplé a un
générateur de portes temporelles permet une réasoligmporelle des émissions du plasma.
L'utilisation d’un détecteur iCCD muni d’'un pavé d624 x 1024 photodiodes permet une
analyse spectrale sur différents domaines suiveangédeau utilisé (10 nm ou 40 nm avec les
réseau holographiques respectivement a 1200 wnaits/et 300 traits/mm; ou un
spectrogramme global de 200 nm a 1000 nm avecskeavé Echelle). Les données sont

recueillies par un ordinateur et présentées sausefole spectre.

I1.2.VUES D ENSEMBLE DES APPAREILLAGES COMPOSANT LA CHAINE LIBS Du

LABORATOIRE

Détecteur iCCD couplé au monochromateur Spectromeétre Echelle couplé avec détecteur iCCD

Mesureur de puissance
moyenne des pulses laser

Téte laser Nd :YAG Quantel Brillant Contréleur et téte laser Nd :YAG Quantel CFR200

figure 1I-2 : Photographie des composants de bas#igpositif d’'analyse LIBS de référence. A gaudes,
dispositifs de laboratoire ; a droite, les nouveapgareillages compacts pour appréhender les asadys un
dispositif transportable

La figure 11-2 illustre les générations anciennéprouvées de monochromateur et laser,

avec les nouvelles technologies de lasers et gpeétres compacts et mobiles.
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11.3. PROCEDE D’ ELABORATION DU PLASMA

11.3.1. Lasers Nd :YAG

Deux lasers équipent le banc expérimental du labioea

figure 11-3 : Téte laser Quantel Brilliant figure4 : Téte laser Quantel Big Sky CFR 200

11.3.1.1. Le laser Quantel Brillant

Le laser Quantel Brilliant a été retenu pour sopanante fréquence de répétition de 50 Hz.,
en particulier adaptée pour l'analyse en phase ug&zevec u, rapport signal sur bruit
optimisé en accumulant sur une seul spectre ded50000 tirs, tout en gardant un temps
d’analyse acceptable de 10 a 20 secondes [2].

Brilliant est un laser Nd :YAG pulsé a une longudiande de 1064 nm. Il comprend une baie
d’alimentation et une téte laser monolithique cibnée d’'un barreau YAG dopé Rid(6 mm

de diametre et 115 mm de long) et d’une lampe fldahs une cavité de pompage (diffuseurs
céramiques).

L’énergie de pulse laser est contindment réglabteeel0 et 160 mJ, non pas en jouant sur la
tension imposée a la lampe flash, mais en décalans le temps le trigger du Q-switch
interne par rapport a I'ordre de tir de la lampesifi. Nous parlerons de délai de fluorescence.
Le laser posséde une sortie TTL (0-5V), sur la blaémentation, ajustable de -500 a +500
ns, permettant la synchronisation entre I'émissidnn pulse laser et la détection

spectroscopique.
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1.3.1.2. Le laser Quantel Big Sky CFR200

Générant des pulses similaires en durée et longliende par rapport au Brillant, le CFR200
a été choisi pour sa robustesse et sa compacitépadan la téte (étanche a la poussiére et
durcie) que pour le contréleur assurant I'alimeaataglectrique, ceci afin d’appréhender le
développement d’un dispositif LIBS transportable.

L’énergie des pulses est réglable de 10 a 225 nndoglifiant la tension de la lampe Flash. La
fréquence de tirs est un peu moindre que le Btilla@mple tir ou 1, 2, 5, 10 et 15 Hz).
Comme le Brillant, le CFR 200 est contrlable atatise par des contréles commandes

développées au CEB.

1.3.1.3. Caractéristigues des lasers Nd :YAG
Brillant CFR200

Longueur d’onde 1064 nm 1064 nm
Téte laser

Dimension : L x I x H (cm) 47 x8x 14 32x9x8

Poids (kg) 5 3
Baie d’alimentation

Dimension : L x I x H (cm) 59 x 29 x 57 37 x36x19

Poids (kg) 43 12
Energie maximale 160 mJ 225 mJ

)(Sl'ir atir (surface) oude 1; 2;

T N 0O
Tir a tir (surface) oude 5 a § 5:10 ou 15 Hz (gaz ou

Fréquences de répétition Hz (gaz ou aérosols)

aérosols)
Dérive en énergie a 50Hz sur 8 heures de
fonctionnementg 3% 4%
Stabilité en énergie tir a tir +3% 4%
Pulse
Durée 6 ns 8 ns
Diamétre en sortie de téte 5 5,27
Divergence 0,34 mrad 1,08 mrad

tableau II-1 : Principales caractéristiques desriaBrillant (Nd :YAG a\=1064 nm)

La grande reproductibilité (écart type inférieu2%) entre chaque pulse d’énergie entre 50 et
200 mJ explique la grande reproductibilité des nwa échantillonnées par le plasma.

La figure 11-5 illustre la reproductibilité des s laser délivrés selon I'énergie
proportionnelle a la tension de la lampe flashaket Nd :YAG CFR200. Sur ce modele, la
variation de tension peut expliquer la forte vailigha basse énergie.
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pas de formation car énergie = seuil de claguage
ou
plasmas ératigues carvaleur d'@nergie proches
du seuil de clguage)

Ecarttyp
relatif {%)

T T T T T T T d
1] 25 a0 74} 100 124 160 175 200 235

Energie de pulse (m.J)

figure II-5 : Reproductibilité mesurée pour le laQriantel Big Sky selon I'énergie délivrée et mésupar
calorimétrie sur 10 séries de 10 tirs pour chaglew d’'énergie

11.3.1.4. Systeme optigue (miroir et lentille)

Le faisceau laser est acheminé vers la lentilléaiddd de miroirs de fagcon a obtenir une
orientation verticale du faisceau perpendiculaineinzela lentille. Les miroirs sont plans, de
diamétre 38 mm, d’épaisseur 10 mm et de réflexiaximale a 1064 nm (Melles Griot : 02
MPG 009/291). Sur le chemin optique d’environ 1un,élargisseur de faisceau permet de
passer dun diametre de faisceau laser de 5 mm amm@ (grossissement
f1/f;=92mm/58mm=1,6 avec,fdistance focale de la lentille convexe du télpscaet §,
distance focale de la lentille concave) : ceci dimei la tache focale et le seuil de claquage.
La lentille de focalisation est une lentille plaongexe (BK7 : Melles Griot : 01LPX129,
traitée antireflet, diamétre de 25,4 mm) de fodB86 mmA = 1064nm. La disposition des

miroirs et de la lentille permet d’obtenir un plastoujours au méme endroit sur la cible.

11.3.2. Systeme d analyse de surface

Le montage a été concu pour faciliter I'analyse surface afin de pouvoir poser les
échantillons sans les altérer (cas des archéomat@ri Un systeme élévateur par vis
micrométrique permet de positionner la cible suivardistance tache focale-surface (FTSD)
désirée. Un systeme de déplacement automatiséssibfe suivant les axes XY a l'aide de

platines motorisées Micro-Contrdle M-UTM100PEL1 pikstépar un logiciel Visual Bagik.
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Ce type d’analyse peut étre intéressant pour abtemé cartographie de la surface a

échantillonner.

Lentille de focalisation Trajet du faisceau laser

Fibre optique Echantillon

figure 11-6 : Zone de I'impact laser dans le moragdBS

11.3.3. Celuled analyse de gaz et d’ aérosols

Mise au point au CEB, elle est constituée d’'une cétaeche en acier inoxydable (316 L).

Elle recoit le faisceau laser a travers une lengilln convexe en borosilicate (BK7 : Melles

Griot, traitée antireflet, diamétre de 25,4 mm)ééxa l'une des extrémités. Un support de
fibre optique monté sur vis micrométrique permétdger le plasma pour suivre I'évolution

spatiale des raies d’émission du plasma. Des lilisegée et de sortie permettent :

> L'introduction de gaz étalonnés en _composition _etancentration par I'intermédiaire de
molécules modéles (CFCs, SF6 dilué dans N2 et dan&ir reconstitué) débitées par un

banc de dilution. Les gaz sont « poussés » daméaleteur pour en occuper le volume de

facon homogeéene, puis s'évacuent naturellement pabuse de sortie. Le plasma est

spatialement résolu en déplacant la fibre montéelatine a pas micrométriques.
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Volume
181,3 cm

Point focal ‘
de la lentille —ft{—t—
plan convexe

Lentille de

focalisation et

son support
Hublot

Buse d’entrée gaz ou |
particules

d’observation
Vis
micrométrique
pour positionner
la chambre par
rapport au
faisceau laser

Fibre optique
avec résolution

spatiale Orifice
" d’évacuation

s

figure 11-8 : Réacteur gaz/aérosol ouvert avec buse
d’entrées et sortie des gaz ou aérosols selonaiaax
centre duquel est généré le plasma résolu spagaltem
par fibre optique mobile par vis micrométrique

figure 11-9 : Réacteur gaz/aérosols clos avec kkgso
lentille plan convexe positionnée sur le chemin
optique du faisceau laser

» L’introduction de courant linéaire et laminaires de particules modéles étalonnées en

concentrations et compositionou la formation de nuages plus ou moins diluésir es

aerosols, les métrologies de génération et de meganulométrique sont expliquées dans
le chapitre 1ll. En général, les particule sontadtrites dans le réacteur par une buse liée a
un générateur, I'évacuation se fait par la pompasmlration du granulomeétre (débit
maximal : 5 L.mift). Les particules sont dirigées vers la positioratensité d'énergie

est la plus élevée pour maximiser les interactions.

11.34. Systéme de détection

Afin d’assurer une plus grande souplesse du dispodes fibres optiques acheminent les
photons émis vers le systeme d’analyse spectragoepil’ensemble instrumental retenu
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comprend un monochromateur et un spectrométreeauéSchelle, chacun étant couplé un

détecteur propre de type iCCD intégrant un générate porte et un intensificateur.

11.3.4.1. Fibre optique

Les difféerentes régions du plasma au dessus deflece sont explorées par une fibre optique
placée perpendiculairement a I'axe du faisceau.lagesupport de la fibore comporte un pas
de vis millimétrique pour régler la distance eritipee optique et plasma (5 mm en général).
La fibre optique utilisée est le modele HCG M100d0dufni par SEDI), d’ouverture
numerique faible (0,22), de 1000 um de cceur. Ele@sstituée d’'un cceur de silice de tres
haute pureté, d'un "cladding" de silice dopée forat en ions OH d’une gaine primaire en

polymeére dur et d’un revétement extérieur en Tefzel

Cceur de silice pure
~— ©@=1000pum

| Cladding de silice dopée
‘ N @ = 1100 pm

Gaine primaire de polymére dur
@ =1135 um

Gaine secondaire de Tefzel
@ =1535 um

figure 11-10 : Détail d’'une fibre optique HCG M1000
La fibre optigue HCG possede un facteur de trarsorisde 200 nm a 1250 nm, adapté a son

utilisation dans les domaines de I'UV, du visiblele proche infrarouge.
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figure 11-11 : Atténuation de la fibre optique H@&®a fonction de la longueur d’onde (données cont&ue
L’intensité du signal transmis (I) par la fibre igpie s’exprime sous la forme:

10><Iog|T°:aI, avec a, coefficient d’atténuation (db/km), longueur de fibre (km).

. . R I .
L’atténuation en dB pour 1 métre est= 10.IogT0 smtTO =100,

Le tableau 1I-2 indique le pourcentage de transionssalculé pour les raies des éléments

phosphore, fluor, carbone, chlore et soufre, aveclongueur de fibre de 3 metres.

Longueur Atténuation

dronde (nm) AdBkm) | '(edeb)
C(l) : 247,856 1050 48,42
P(l) : 253,560 890 54,08
P(Il) : 603,404 12,5 99,14
F(I) : 685,604 9,45 99,35
C(l) : 833,515 9,6 99,34
CI(l) : 837,594 9,9 99,32
S(Il) : 921,290 92,3 93,82

tableau 11-2 : Pourcentages de transmission dessfibptiques HCG aux longueurs d’onde étudiées
D’aprés ces valeurs de transmission, la fibre HEGseffisante pour explorer tout le spectre
de I'UV au proche IR.
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11.3.4.2. Systemes dispersifs

[1.3.4.2.1. Monochromateur et détecteur iCCD associée pour

obtenir des spectrogrammes résolus de largeurteédui

> Le monochromateur THR 1000

Le monochromateur, un THR 1000 (Jobin-Yvon) de @gerny-Turner asymétrique (1 m de
focale) est muni d'un réseau gravé de 1200 traitsbtazé a 400 nm (domaine spectral : 300-
1000 nm). Sa précision en longueur d’'onde est 8¢5 A (pouvoir pour résoudre deux raies
successives R#AA=13000). Sa résolution est augmentée par I'emplain dréseau
holographique a 3600 traits/mm ; notons cependaeatlg réseau a 3600 traits/mm est blazé
dans l'ultraviolet et ne permet pas I'observatienrdies a des longueurs d’onde supérieures a
450 nm. En revanche, un troisiéme réseau a 306/trait blazé a 250 nm (domaine spectral :
200-700 nm) est utilisé pour avoir des fenétrestsakes plus larges.

L’entrée du monochromateur est munie d’'une ferlgesge droite ajustable en largeur par vis
micrométrique de 0 & 3 mm avec une précision deng@ptimum a 80 um), sa hauteur est
réglable par bonds : 1, 2, 5, 10, 20 mm (optimutnram). La fente d’entrée est munie d’un
support de fibre optique type SMA. En sortie le n@mwomateur est équipé d’'une monture
d’adaptation pour recevoir le détecteur. Le résestumonté sur une platine micrométrique
motorisée et un logiciel de commande du moteur papas permet le déplacement

automatique du réseau pour se caler sur la fegppé@rale d’analyse.

> Le détecteur iCCD Roper Pi :MAX

CCD E2V 1024 x 1024 pixels

Taille pixels 13 x 13 um

De -5 & -20°C par effet
Peltier forcé par air

Refroidissement De -20 a -40°C si forcé

par eau
Dynamique 16 bits, 65536 coups
Vitesse d’obturation 2ns

figure 11-12 : Photographies et caractéristiquesléitecteur Roper iCCD couplé a la fente de sottie d
monochromateur THR1000
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La caméra Pl MAX de Roper Scientific intéegre uneuintensifiant qui a pour role de

multiplier les photons caractéristiques issus desssions radiatives provenant de la
relaxation du plasma. Il gére également la résmiutemporelle nécessaire pour s’affranchir
du continuum et ainsi effectuer une optimisatiorrafyport signal sur bruit. En amont du tube
intensificateur, une fenétre en quartz est utilisd sa longueur d’'onde minimale de
transmission est de 185 nm, ce qui est suffisant pbtenir notre domaine d’intérét (ultra

violet, visible, proche infrarouge : cf. figure1B).

100

=
=

=

Relative QE

=

01%
1 200 200 400 500 BOO FOO 800 900 1000

Wavelength [nm]

figure 11-13 : Courbe d'efficacité quantique du éuimtensificateur identiques des deux détecteutDi®Roper
et Andor

En aval, un détecteur de technologie CCD (chargeledudevices) composés d’'un pavé de
1024x1024 pixels convertit les photons multipliéssegnal électronique selon une dynamique
de 16 bits=%=65536 photons cumulables par pixel. La fréqueriobteintion d’un spectre
est de 37 Hz, compatible avec les fréquences &edés lasers Nd :YAG. Un contrdleur
externe gere les liaisons avec le laser et un atelim permet le paramétrage des différentes

valeurs et la visualisation des spectres par leielgVinSpec (version 2.5.15.4).

Avantages du systeme monochromateur+iCCD excellentes performances en résolution
(R=MAX=13000), fréquence importante (37 Hz) d’'acquisitiein d’'obtention de spectrgs
compatible avec la fréquence de tir élevée desddde :YAG, et sensibilité validées pour les
gaz et surfaces a I'ordre du ppm.
Inconvénients : encombrement et poids le limitant au laboratoire2spnce de réseau
holographique mobile et sujet au déreglement ebrasion, largeur spectrale limitée a 10| et
40 nm avec les réseaux 1200 et 300 traits'rfpar contre chaque fenétre est optimisée).
- L’apparition d’équipements spectroscopique plusigacts, performants, résolus et dpté
d’'une largeur spectrale beaucoup plus étendue avdmitdcquisition d’'un nouveau systéeme

dispersif en complément de cet ensemble de référenc
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11.3.4.2.2. Spectrométre a réseau Echelle couplé a un détecteur

iCCD : compromis pour obtenir des spectrogrammes

résolus a large bande spectrale

Deux types de spectrometres et détecteurs semdudiaptés en terme de codt et compacité
pour obtenir des spectrogrammes larges bandes ersauie acquisition, contrairement au

monochromateur qui nécessite la rotation du réggaué et de multiples acquisitions et

calibrations en longueurs d’onde pour fournir Lergé gamme spectrale.

Spectromeétres miniatures haute résolution couplés ne série (type Ocean Optics,

Avantes) : dotés chacun de barrettes linéaire de CCD nongifiées et couplés en série pour
obtenir un large domaine spectral (200-1000 nmgvahtage majeur de ces détecteurs réside
en leur compacité extréme permettant d’entrevoiremsemble LIBS vraiment portable.
Cependant, non intensifiés ils ne sont pas assedbdes pour détecter des traces [66]. Ce
produit n’a pas été choisi car I'absence d’inteoatfon peut étre préjudiciable a la sensibilité.
Prochainement, ce type de spectrométres sera édquipéntensificateur et donc son intérét
sera a reconsidérer.

Spectrométre large bande de type EchelleCe procédé [67] permet I'enregistrement

simultané d’un large domaine spectral (200-950 samgs coupure et en une seule acquisition.
Le réseau Echelle disperse les longueurs d’anlileeairement puis les ordres pour chagque
sont rangeés verticalement via un prisme. Une imagedeux dimensions est obtenue et
numeérisée sur le pavé de 1024x1024 pixels d’urctiie intensifié de type de iCCD (modeéle
Andor iStar 734 WR présentant une réponse théosguein domaine 250-950 nm). Le tube
intensificateur est exactement similaire a la RdpierMAX accolé au monochromateur. Un
traitement informatique de I'image 2D recomposespectre linéaire. L'avantage majeur d’un
tel systeme est I'obtention d’un spectre large bagmune seule acquisition et avec une bonne
résolution A/AA= 5000) comparable avec le réseau 300 traits/mmmduochromateur
THR1000 (13000). Le revers de la médaille résidesdédnorme quantité de données
numériques des 1024x102421gixels & convertir & la fréquence de 1 MHz, soitspectre

par seconde. Cela peut étre problématique pouragpscations a importante fréquence

d’acquisition.
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Miroir
Camera

hirair -
collirmateur \
Fente
dentrée
_
Fibre

opticue

Détect eur

(o) Réseau Echelle

figure 11-14 : Photographie et schéma de principesplectrométre a réseau Echelle Andor Mechelle5000

Domaine spectral (nm)

200 a 950 continliment

Longueur focale (mm)

190

Résolution spectrale/AA

5000

CCD E2V 4710

1024 x 1024 pixels

Taille pixels 19x 19 um
Refroidissement -20 °C par effet Peltier forcé aal(-40°C par eau)
Dynamique acquisition 16 bits

Vitesse d'obturation

2 ns (minimale)

Dimensions Mechelle + Caméra (cm)

57 x22x16

12,3

Poids (kg)

tableau II-3 : Caractéristiques de I'ensemble spemtre Mechelle et du détecteur iCCD iStar

Avantages du spectrometre Echelle couplé a un détear iCCD sont : compacité, poids

raisonnable pour une transportabilité, absenceétse pnobile (réseau et prisme fixes), large
bande spectrale (200 a 950 nm) simultanément dagn résolue (RFAA=5000) pour
distinguer toute raie d’intérét, intensification signal.

Inconvénients: l'acquisition multiélémentaire simultanées impoge faire un choix de

compromis avec les parameétres. La réponse du déta@CD en rendement quantique n’est
pas continue sur une large zone, des gammes dedorg d’onde seront optimisées au
détriment d’autres pour optimiser le rapport sigoralit. Enfin, I'obtention de spectres a large
bande induit la gestion de nombreuse données nquedri les 1024x1024, soient plus d’un
million de pixels sont lu par un convertisseur aéqgfience 1 MHz. Une seconde est

nécessaire pour numériser un spectrogramme, isdantila multiplication de spectres
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[1.35. Traitement des données

11.3.5.1. Informations qualitatives : identifications des esi

d’émission

[1.3.5.1.1. Raies élémentaires
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tableau I1l-4 : Eléments détectés par LIBS
Le spectre du plasma est obtenu apres avoir tran&miission lumineuse au systéme
de détection. Des tables de données répertorientaies de transitions électroniques de
chaque élément [30], [68]. Aprés un traitement rimfatique des données, il est possible

d’observer un spectre brut et d’'y extraire desrimfations qualitatives et quantitatives.
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&

Elém.| A (nm) | Int. Rel. | A; (1Y) | Eexc(eV) Elém. | A (nm) | Int. Rel. | A; (10sY) | Eexc(€V)
Ag |l | 328,068 55000 1,4 3,8 Cl [1I'| 479,455] 99000 12,9+15,

| | 338,289| 28000 1,3 3,6 | | 833,331 18000 0,16 10,5

| | 520,908| 1000 0,75 6 | | 837,594| 99900 0,28 10,5
Al |1 | 256,799 10 0,23 4.8 | | 842,825| 15000 0,24 10,5

| | 257,510 10 0,28 4.8 Co| I | 340,512 11000 1 4

| | 265,249 10 0,13 4,6 | | 345,350 21000 1,1 4

| | 266,039 10 0,26 4.6 | | 346,580| 5100 0,09 3,6

1| 281,618 4000 3,83 6+ 11,8 | | 352,981 7300 0,46 4

| | 308,215 24 0,63 4 Cr|Il| 283,563 2500 2 6,7 + 5,4

I | 309,271 26 0,74 4 Il'| 284,325| 1700 0,64 6,7 + 5,

| | 394,401 24 0,49 3,1 Il'| 284,984 1200 0,92 6,7 +5,

| | 396,152 26 0,98 3,1 | | 425,435 20000 0,31 2,9
As | I | 245,653 170 0,07 6,5 | | 427,480 16000 0,31 2,9

| | 278,020 170 0,78 6,7 | | 428,972| 10000 0,31 2,9

| | 286,045 100 0,55 6,6 | | 520,452| 5300 0,51 3,3
Au || | 267,595 3400 1,64 4.6 | | 520,604| 8400 0,51 3,3

| | 312,278 1600 0,19 | | 520,844| 11000 0,51 3,3
B || 249,677] 1000 1,2 4,9 Cull] 261,837| 2500 0,31

| | 249,773| 1000 2,4 4,9 | | 282,437| 1250 0,08 5,8
Ba| Il| 389,178 1400 1,67 52+5,7 | | 296,116 2500 0,04

Il| 413,066 1500 1,8 52+5,7 | | 324,754| 10000 1,39 3,8

Il | 455,404 65000 1,17 52+2,7 | | 327,396| 10000 1,37 3,8

Il'| 493,409 20000 0,95 52+25 | | 406,264| 2000 0,21

| | 553,555| 1000 1,19 2,2 | | 465,112| 2000 0,38
Be| I | 265,062 15 3,23 7.4 | | 510,554| 1500 0,02 3,8

Il 313,041 480 1,15 9,3+3,9 || 515,324| 2000 0,60 6,2

Il 313,107 320 1,15 9,3+3,9 | | 521,820 2500 0,75 6,2

I| 332,101 35 0,07 6,4 F | 1| 683,426/ 9000 0,24 14,5

| | 332,109 40 0,21 6,4 | | 685,602| 50000 0,45 14,5

| | 332,134 45 0,34 6,4 | | 687,022| 8000 0,38 14,5
Bi | I | 278,052 360 0,31 5.8 | | 690,246 15000 0,31 14,5

| | 289,798| 4000 1,53 5,6 Fe| 1| 248,327 10000 4,9 5

| | 293,830| 3200 1,23 6,1 | | 248,814 4000 4,7 5

| | 298,903| 2800 0,55 5,5 | | 249,064 3000 3,8 5

| | 306,772| 9000 2,07 4 | | 252,285| 4000 2,9 4,9

| | 472,255 600 0,12 4 Il| 259,940 2000 2,2 79+48
Br |1l | 470,485| 500 1,1 11,8 + 2,6 I'| 271,903| 4000 1,4 4,5

Il| 478,550 500 0,94 11,8 +2,p Il 275,573 800 2,1 79+55

Il| 481,670 500 1,1 11,8 +2,6 | | 344,061| 6000

| | 751,296 40000 0,12 | | 358,120 4000 1,02 4,3

| | 844,655| 40000 0,12 | | 371,993| 8000 0,16 3,3
C | 1| 247,856| 800 0,34 7,7 '] 373,713| 6000 0,14 3.4

| | 495,712 247,856 x2 | | 374,556 6000 0,11 3,4

Il| 426,726| 1000 11,3+20,8 I'| 385,991| 10000 0,10 3,2

| | 833,515 520 0,35 9.1 | | 388,628 4000 0,05 3,2
Cal IlI| 315,887 170 31 6,1+7 | | 404,581| 4000 0,86 4,5

1| 317,933 180 3,6 6,1+7| |Ga|l| 287,424 6 1,2 4,3

| | 364,441 20 0,36 5,3 || 294,364 6 1,4 4,3

Il'| 393,366 230 1,47 6,1+3,1 || 403,299 10 0,49 31

1| 396,847 220 1,4 6,1+3,1 | | 417,204 10 0,92 31

| | 422,673| 50 2,18 29 H |1 486,133 80 0,20 12,7

| | 445,478 30 0,87 4,7 | | 656,279| 180 0,64 12
Cd| 1| 326,106 300 0,004 3,8 Hg | I | 253,652| 15000 0,08 4,9

| | 346,620| 1000 1,2 7.3 | | 365,015| 2800 1,3 8,8

I | 361,051| 1000 1,3 7.3 | | 404,656 1800 0,21 7,7

| | 643,847| 2000 0,59 7.3 | | 435,833| 4000 0,56 7,7

In | 1] 451,132] 18000 1,02 3
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Elém.| A (nm) | Int. Rel. | A; (10 | Ecxc(€V) Elém.| A (nm) | Int. Rel. | A; (10°s") | E.c(eV)
K ||| 404,414 18 0,01 3,1 S | || 361,462 180,731 x 2 6,8
| | 404,721 17 0,01 31 || 921,291| 1500 0,3 7,8
| | 766,490 25 0,39 1,6 I | 922,811 1050 0,28 7,8
| | 769,896 24 0,38 1,6 | | 923,749 810 0,28 7,8
Li | I | 610,364 320 0,12 3,9 Sb| || 252,852| 2000 6,1
I | 670,784 3600 0,37 1,8 I | 259,805 1500 5,8
Mg | Il | 279,553 1000 2,6 76+4,4 | | 287,792 1000 53
11| 280,270 600 2,6 7,6 +4.4 I | 323,252 600 6,1
I | 285,213| 6000 4,95 43 | | 326,751 700 5,8
11| 292,863 2 1,2 7,6 + 8,6 Si | || 250,690 425 0,47 4.9
Il 293,651 3 2,3 7,6 + 8,6 | | 251,432 375 0,61 4,9
| | 382,935 140 0,94 59 | | 251,611 500 1,21 4,9
| | 383,231 300 1,27 5,9 | | 251,920 350 0,45 4.9
| | 383,826 500 1,68 5,9 | | 252,411 425 1,81 4.9
| | 516,734 75 0,12 51 | | 252,851 450 0,77 4.9
| | 517,270 220 0,35 51 | | 263,129 190
| | 518,361 400 0,58 51 | | 288,158 1000 1,89 51
Mn |Il'| 257,610 12000 74 +4.8 | | 390,552 300 0,12 51
11| 259,373 6200 2,6 7.4+ 4,2 Sn| I| 270,651 700 0,66
I1'| 260,569 4300 2,7 7,4 + 4, | | 283,999| 1400 1,7 4,8
|| 279,482 6200 3,7 4.4 | | 285,062 200 0,33
| | 279,827 5100 3,6 4.4 | | 286,332 1000 0,54 4,3
| | 280,106 3700 3,7 4.4 | | 300,914 700 0,38 4,3
| | 403,075 27000 0,17 3,1 | | 303,412 850 2 4,3
| | 403,307 19000 0,16 3,1 | | 317,505 550 1 4,3
| | 403,449 11000 0,16 3,1 | | 326,234 550 2,7 4,8
Mo |1l | 281,615| 1700 71+48 Sr | Il| 407,771| 46000 1,42 57+3
11| 284,823 1700 71+ 4,7 II'| 421,552 32000 1,27 57+29
| | 313,259 14000 1,79 | | 460,733| 65000 2,01 2,7
I | 379,825 29000 0,69 3,3 Ti |1l'| 323,452 6600 1,38 6,8+3,9
| | 386,411 29000 0,62 3,3 1] 334,941 12000
N | | | 348,546 174,273 x 2 1] 336,121 7200 1,1 6,8+3,7
Na| | | 330,237 1200 0,28 3,7 I | 365,349 7200 0,75 3,4
I | 330,299 600 0,28 3,7 I | 399,864 7800 0,41 3,1
| | 568,822 560 0,12 4.2 | | 453,324 6000 0,88 3,6
I | 588,995 80000 0,62 2,1 I | 498,173| 5800 0,66 3,3
| | 589,592 40000 0,62 2,1 VvV [Il | 309,311 3800
Ni | | | 305,082 3500 0,60 4.1 | | 318,398 5300 2,5 3,9
| | 341,476 8200 0,55 3,6 | | 370,358| 3800 0,92 3,6
| | 349,296 5500 0,98 3,6 | | 437,924 12000 1,1 3,1
| | 351,505 6600 0,42 3,6 | | 438,472 7000 1,1 3,1
| | 352,454 8200 1 3,5 Zn | || 328,233 500 0,90 7,8
O |I1]| 777,194 870 0,37 10,7 | | 330,259 800 1,2 7.8
| | 777,417 810 0,37 10,7 I | 330,294 700 0,67 7.8
| | 777,539 750 0,37 10,7 | | 334,502 800 0,17 7,8
P | 1| 253,397 750 0,20 7,2 | | 636,234 1000 0,47 7,7
I | 253,560 950 0,95 7,2 Zr | 11'] 339,197 5700 6,8+ 3,9
I | 255,326 750 0,71 71 Il 343,823 4700 6,8 + 3,8
| | 255,491 500 0,30 7.1 I | 351,960 2000 3,5
Pb| I| 280,199 25000 1,6 5,7 1| 357,247 2100 6,8 + 3,4
| | 282,319 14000 0,26 5,7 | | 360,119, 3500 3,6
I | 283,307| 35000 0,58 4.4 | | 468,780 2300 3,4
|| 287,331 14000 0.37 56 tableau II-5 : Raies d’émission atomiques et
|| 357,273 35000 0,99 6.1 ioniques des éléments observés dans un plasma (I :
: ggggis 7%%%%0 f§’4 44é4 élément atomique, Il : atome simplement ionisé, -
' ' ' Int. Rel. : intensité relative d’aprés bibliographi
1] 373,993} 25000 0,73 6 Ay : probabilité de transition (£6%), E.,. :
| | 405,782| 95000 0,89 4.4 k- P LG
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11.3.5.1.2. Raies moléculaires

Par LIBS, des tétes de bandes moléculaires sordnaises : elles correspondent a une

recombinaison entre atomes. Les raies moléculééeplus facilement identifiables sont les

bandes de Swan,@t les bandes violettes CN.

Av A (nm) Av A (nm)

2 619,1 CN -1 421,60
-1 563,6 - associées aux 419,71

C 0 516.5 Séquences 418,08

2 . . A
—associées aux séquendes I; 23?53?7 V|brat|onnelles_ de, tetgs 4:&)6;0
vibrationnellesv = +2, ’ de bandizs Situees a 0 268 84
+1, 0, -1, -2 de la transition 4(2A1'6(()))Avt_:;,é)§; 328,34 oo
électronique W1 -aM v=0)e ,03 nm ,

e (Av=+1), proviennent d¢ 386,17

la transition électroniqug  +1 359,03

(B%X*-X%z* 358,58

358,39

tableau I11-6 : Longueurs d’onde des raies moléoeade Get CN avec en gras les principales tétes de bandes

(détail de toutes les raies pour les bandes vaseéiN).

Nous utiliserons les bandes violettes CN comme oeang de la température électronique
plasma dans I'hypothése de I'équilibre thermodymamilocal dans le chapitre IV. No
verrons également que ces raies revétent un roportant pour les matrices carbong

interagissant dans la périphérie du plasma.

du
IS

PeS

11.3.5.2. Intensité d’une raie d’émission atomique
2000 -
1800 oA
1600 - M
& 1400 I A
3 i i
8 1200 4 [ | Intensité l
'@ 1000 - I de raie I
¢ 800 a I |
£ 6004 ., | o
£ \‘U‘s\‘j‘“\ \%’7".&”\ VIR AN
400 + " Intensité moyenne
200 4 du continuum
0 . . . .
920 921 922 923 924
Longueur d'onde (nm)
figure 11-15 : Spectre brut d'un plasma formé dananélange air/Sfobtenu avec le banc

| Raie= | Brut — | cont équation 11-1
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Avec Irqie intensité de la raie (en coups ou nombre de pka@rcumulant contre les pixels du
pavé de CCD),gh intensité maximale de la raie mesurée par rappdat ligne de base du
spectre (en coups), etoh: intensité moyenne du continuum (bruit de fond tébedque et
optique, en coups).

Les sources du bruit de fond électronique obseow¢ diverses : bombardement électronique
(issu du rayonnement cosmique), agitation thermupee pixels du CCD (phénomeéne atténué

par le refroidissement du pavé numérique), etc.

11.3.5.3. Calcul du rapport signal sur bruit

lo
RSB= -Rae équation 11-2
BdF

avec RSB le rapport signal sur brdiggie I'intensité de la raielggr I'intensité du bruit de fond

spectral ou écart type des intensités sur 0,5 npadest d’autre de la raie considérée.

11.3.5.4. Informations quantitatives : identifications desiesa

d’émission

11.3.5.4.1. Définition de la concentration limite (€ ou limite de

détection

Pour comparer les résultats d’analyse a ceux tébleographie internationale, les limites de
détection ou concentrations limiteg §bnt calculées en utilisant la formule suivan® [6

_Zo,

C, équation 11-3

avecoy, I'écart type du brui('? (ouglkr) en coups, etr la pente de la droite d’étalonnage en
coups/unité de concentration.

Nous avons choisi Z=2, ce qui correspond a un miv@@ confiance de 97,7 % sur une
répartition supposée gaussienne du bruit. En généeal concentrations des droites

d’étalonnage et les limites de détection sont desmd ppm en masse : ppm (9/9).

11.3.5.4.2. Limites de détection en milieu gazeux

L. Dudragne [2] a expliqué la procédure d’obtentaes limites de détection pour un gaz.

Ainsi, la limite de détection en milieu gazeux aVatome de chlore s’obtient en tracant les
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courbes d’étalonnage suivant l'intensité moyennelalgaie a 837,594 nm pour chaque
concentration [CI].

Sur la figure 11-16 est représentée la courbe tbéteage du chlore pour diverses
concentrations [CI] : elle suit une loi linéair@ea un coefficient de régression proche de 1, sur

une gamme de concentration de I'ordre de 1000 plom; ki=oc X [Cl]

10000 -

9000 1 a Cl=8,68

8000 1 R?=0,997
7000 -

6000 -
5000
4000
3000
2000
1000 1

Intensité du chlore (coups)

0 T L) T L) T L) T L) T L) T L) T L) T L) T L) T L) T 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Concentration en chlore (ppm g/g)

figure 11-16 : Droite de concentration du chlorétélanges CECI,/Air — Délai = 4,2 us — Temps d’obturation
de l'intensificateur = 20 ps — Energie de pulselas100 mJ — Accumulation sur 1000 tirs.

La pente de la droite de concentration du chlote iz a titre indicatifa ¢, = 8,68+ 0,74 eto

= 411 soit une limite de détection du chlore dee$bppm (g/g).

Les limites de détections ont été de nouveau mesuet améliorées avec les derniers
appareillages dont la caméra Roper qui a remplaaétageusement le détecteur utilisé lprs
trois theéses menées au CEB sur la LIBS.

Elément | -ongueur Phase Densité de puissance : 4,6.1v.cm™-Diamétre tache focale :
d'onde 67,5um-Volume plasma=5,43 mmMTHR1000 + iCCD PIMAX
(nm) Limites de détection en ppm (m/m) obtenues, critdRAC Z=2
Cl 837,594 Gaz Cfl, dans air 55
C 247,856 Gaz GEl,dans air 3
S 921,291 Gaz S#ans air 500
F 685,602 Gaz GEl,dans air 20

tableau II-7 : Limites de détection obtenues sgratemes de molécules gazeuses de type Fréon av&fle dispositif
actuel doté du monochromateur THR1000 couplé sectiir iCCD PIMAX

11.3.5.4.3. Estimation de la stoechiométrie des molécules gaseus

L. Dudragne [2] a démontré la possibilité d’ideletifdes molécules gazeuses présentant un

nombre différent d’'un méme atome par la connaissaduacrapport des pentes de leur droite de

-81 -



Chapitre Il - Caractéristiques des unités d'analy$4¢BS réalisées

calibration. Soit une molécule M de formulsCl, avec a et b, coefficients stoechiométriques en
fluor et chlore, la concentration en M est inconrtiaotée [C]. On a :

[F] = a[C] et [CI] = b[C] car la molécule est togahent dissociée au sein du plasma,

Ir = ae [F] et Ic) = ac [Cl], avecar etag les pentes des droites d’étalonnages ramenées a un

atome.

) - N a I
Par mesure des intensités de raies- = —— [F] ou l—F =X [F]
Cl

o aa [Cl] el
avec X = ag/ac, =constante car les pentes des droites de concentisint proportionnelles

au nombre d’atomes contenus dans la molécule migaieD’ou la relation :

| C . | a a
—F:X—a[ ] soit —Fx—C =
Lo b[C] lg ag b
40000 - - 34s8ms 23708 Rapports de
> ICI’lgélgiszlteRTi F- R?=0,994 Molécules RappOI’tS penteS des
350001, cor R steechiométriques| droites de
@ | corr2(ri2) tos s concentration
5730000 16 Intensité du F - y= 2o ’
8 CCIF3 (R13) R=09s CF,J/CCIR 4/3 1,31
‘gZSOOO q1e I(r};tfz)sne duF-CF4 o o CF4/CC|2F2 2 213
T 200001 intereiédo - . CFJ/CHCIF, 2 2,01
_g 15000 Linéaire (Integsité du o R CF4/CC|3F 4 4,41
2 R’ =0ge1 CCIR/CCLF, 3/2 1,62
@ 10000 -
S 7o 1050 CCIR/CHCIF, 3/2 1,53
£ 5000 1 CCIR,/CCl;F 3 3,36
of ' T . . . . CHCIF,/CCIlyF, 1 1,06
0O 200 400 600 _ 800 1000 1200
Concentration en CFC (ppm V/V) CHCIR/CCIF 2 219
CCl,F,/CClsF 2 2,07

figure 11-17 : Droites de concentration du fluoryodlifférents CFCs et tableaux des comparaisore éesr
rapports stcechiométriques et les rapports de gesteroites de concentration de I'élément fluor.

L'intérét de cette analyse est la possibilité dscididiter des molécules non organiques
possédant les méme éléments qu’'un toxique chimipae,évaluation du nombre de ces

éléments dans leurs structures.

11.3.5.5. Choix de la procédure utilisée pour I'étalonnage su

surface

Dans sa these [3], S. Morel a défini une procéderealibrage (concentrations relatives et non
absolues) sur surface par [lutilisation d'un rappdiant la quantité d'un élément

minoritairement présent dans la matiére, par rdpgarelle d’'un élément référent, composeée
dont la concentration est stable : le plomb powr pigéce de monnaie plombée, le cuivre pour

un bronze (alliage cuivre et étain).
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L’intensité d’une raie atomique dépend du nombedathes excités, donc de la concentration
de l'espéce, mais aussi de la température du plasrravers un facteur exponentiel (cf.
I'équation I-3 de Boltzmann en page 40). La temjpgead’un plasma est difficile a déterminer
avec précision puisqu’elle dépend de la puissandasér, du degré de focalisation, de la durée
du pulse laser, de la durée d’ablation, de I'élémeis en compte... La mesure d’un rapport
d’intensité permet d’obtenir une dispersion plubléaque la simple mesure d’'une intensité de
raie, due a la correction des variations statissqie la masse ablatée et des caractéristiques du
plasma. Si les énergies des niveaux supérieurdrdesitions sont relativement proches, le
terme exponentiel de I'équation du rapport d’ininsle raies atomiques devient proche de
E -E.

l'unité, éliminant ainsi linfluence de la tempéwee du plasma :exr{#jzl avec

E = E,;. S. Morel a montré que I'accumulation de rappdiitstensités obtenus en multipliant

les tirs laser sur une méme position permet demnseir les fluctuations.

-

I
I—Sn équation 1l-4
i=1 i

Cu
Des rapports d’intensités cumulés (RIC) sont effées sur I'analyse LIBS de bronzes certifiés

(alliage cuivre et étain, complété avec des im@s)een considérant un minorant ou une

impureté par rapport a I'élément de référence ntajoe, le cuivre.

w
o

N
(&)

—@— Icum Sn
—&— Ilcum Cu
—>— Icum Sn/Cu

N
o
1

RSD des mesures accumulées (%)
[
(6]

4 5 6 7 8 9 10

Nombre de tirs au méme endroit

figure 11-18 : Pourcentage d’erreur du rapport Snffon-cumulé et du méme rapport pour des mesures
cumulées sur 10 tirs sur une méme position, ertifamdu nombre de tirs en enlevant les 3 premiesgEyyise:
100 mJ, FTSD : 0 mm)

La figure 1I-18 illustre un pourcentage d’erreuuplfaible (environ 2%) en accumulant (ou
moyennant) différents rapports d’intensité par ap@ des intensités seules sommeées ou

moyennées. Cette meilleure reproductibilité peraetcumuler des rapports sur une méme
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position comme l'atteste la figure 1I-19 et d’étaldes dosages de d’éléments minorant par

rapport a un élément référent interne.

10 5
y=0.9167x - 0.2035
9 R?=0.9993 45
||

8 y =0.9125x - 0.2728 4 4 - -
3 5 > M Cum (tir4 au tir10) P
Q 4 R? = 0.9997 [8) ]
7] g 351 Xtirl0o .
2 Z o
3 ° @ Sn/Cu (sériel) L 37 y = 6.1098x - 0.5365
% s - € 55 R®=0.9975
2 A Sn/Cu (série2) g 25 u
£ 4 . £ 24
2 5 X Sn/Cu (série3) P [
& s y = 0.6759x - 0.0779
£ 2 € 19 P | R®=0.9973

' °* N e x x—— XX

0 0 — —r . v T T T T "

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Nombre de tirs au méme endroit Concentration en plomb (%)

figure 11-19 : Rapport d’intensité cumulé de Sn85332 sur Cu a 282,437 pour trois séries de §G&tir un
méme bronze (fis.: 100 mJ, FTSD : 0 mm) — Applications : dosagéamzes étalonnés avec Droite de

concentration de Pb & 280,199 nm a l'aide de Giceastde bronze NIST (SS551 a SS556, Cu a 87 Ygaues

1200 traits/mm, Fse: 100 mJ, FTSD : 0 mm) ; rapport cumulé dU°ir au 10™°tir et rapport du dernier tir

Les procédures d’étalonnage d’éléments de moléaydeguses ou sur surface permetient
I'établissement de courbes de calibrage permeléanalcul des limites de détection selon la
norme IUPAC (cf. équation II-3, page 80). Ces lemitont été mises a jour et améliorges
(environ d’un facteur 2) en utilisant le monochraewst couplé au nouveau détecteur Roper.

Les résultats sont compilés dans la conclusionrgéndu document.

11.3.5.6. Approches multivariées

Les chapitres Il et IV présenteront une méthode trdement statistique des données
multivariées qui va nous permettre de dépassendieecdu simple dosage multiélémentaire
pour pouvoir classifier les échantillons analysés@mbinant leurs raies d’émissions.

L’apport du spectrométre Echelle a haut pouvoiolé# est en ce sens fondamental car toutes
les raies dont la longueur d’onde est comprisesee2®0 et 950 nm seront simultanément
détectées et exploitables pour caractériser laemeagichantillonnée.

Les applications des chapitres Il et IV, ainsi dlaanexe | précise les protocoles et le principe
de préparation et de traitements de données iggEsntensités de raies associées a une

transition électronique élémentaire.
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[1.4. CONCLUSIONS

Le dispositif du laboratoire présente des appaggl et des protocoles éprouvés pour

caractériser les gaz et les surfaces de fagcondergioptimisée grace aux travaux des anc

iens

doctorants qui ont contribué a développer et adeali’outil pour les gaz et les surfaces.

L’annexe Il présentant le couplage de ce banc @xpétal LIBS pour le suivi ex situ d'u

procédé de purification du silicium photovoltaiquga pur le confirme.

n

Cependant, les améliorations apportées sont nstabléermes de :

> Diminution_de I'encombrement des appareillageqlaser, spectrométre et détectg

iICCD associé) sans préjuger de pertes en perfoesaa@riori (gammes et robustesses
densités de puissance conservees, qualités optigsgsulses laser préservees, reproductik
et répétitivité comparable pour accumuler et coméir les analyses). La possibilité
développer un dispositif LIBS transportable horslaoratoire pour des analyses in situ
confirme.

> Gain analytigue en terme d’identifiants spectraux a&cessibles en une seu

acquisition grace au spectrometre Echellela richesse des informations disponibles aug

'accés a des informations supplémentaire pour rdiafiguer un échantillon inconnu. L
expériences menées dans les chapitre Ill, IV etudlifieront quantifieront les nouveal

systemes en termes de potentialités et performances

e
jure
3

X
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METHODOLOGIE DE LA CHAINE DE MESURE D'UN AEROSOL
AQUEUX MULTIELEMENTAIRE

I.1. OBJECTIFS POUR LA DETECTION DES AEROSOLS

Les aérosols sont des milieux binaires. lIs repri&se des suspensions d’entités particulaires
solides ou liquides dans un fluide matriciel souvgazeux, voire liquide (on parle alors

d’hydrosol). Leur distribution en tailles et contrations constitue la granulométrie de

l'aérosol. L'instrument idéal pour l'analyse d’'asots en temps réel devrait avoir les

caractéristiques suivantes :

Prélevement hautement efficace d’échantillons partulaires de I'atmospheére,

Mesure en temps réel de la granulométrides particules prélevées,

Caractérisation de chague particulepar analyse multiélémentaire sensible,

Quantification des masses de matiére échantillonnéedes fins de dosageélaboration

de courbes d’étalonnage ou de rapports semi qatfstjt

Classification des particules en especes des fins de détection, voire d’identificatida

groupes d’échantillons chimiques et biologiques.

La LIBS se présente comme une technique d’analydééd@mentaire et multiphasa situy,
rapide, reproductible et sensible (ordre de grantiguique du ppm). Son couplage a I'analyse
de particules d’aérosols apparait a priori possbit seulement si la technique LIBS — avec le
régime monopulse nanoseconde considéré — est asuffient sensible pour détecter la
présence des éléments constituant les particuéEsasols présent dans le plasma. Cette partie

vise ainsi plusieurs objectifs :

1. Appréhender puis vérifier expérimentalement la seribilité élémentaire de la
technique LIBS en régime monopulse nanoseconde poua détection des teneurs
élémentaires de particules d’aérosols de dimensionscrométriques,

2. Développer une chaine de détection par LIBS de molés d’aérosols calibrés er

termes de dimensions micrométriques et de compositi chimique
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.2. NOTIONS D’ AEROSOLOGIE

[11.2.1. Définition d' un aérosol

Inventée par Schmauss en 1920, la notion d’aérdésigne la suspension dans un milieu
gazeux de particules solides ou liquides, voiredmsx [70]. La vitesse de chute des particules
est suffisamment faible pour que l'aérosol soibleta Typiquement la taille des particules
présentes dans les aérosols est comprise entré @0Q00 um. Si la concentration des
particules est assez élevée et est telle que kitéate I'aérosol soit 1% plus élevée que celle
du gaz seul, 'ensemble constitue un nuage dongrigsriétés different d’'un aérosol dilué.

Dans l'air et dans des conditions normales, ceniespond a departicules de dimensions
inférieures a 100 pm, les plus fines n'ayant que quelques fractions nd@mometres.
Typiquement, les particules d’origines biologiqpsllens, bactéries, etc.) sont généralement
dans un domaine de l'ordre du micromeétre, tandes lgg aérosols chimiques ont plutét une
taille submicrométrique (<10m).

Ces entités peuvent demeurer stables dans I'atraosgiendant des durées allant d’au moins
guelques secondes a plusieurs années. Les aésmsilgles objets trés sensibles soumis a
divers phénomeénes a considérer dans une chaingetdiadn [71] :

Sédimentation: mouvement des particules sous I'effet de |a ipesat,

Thermophorése: déplacements des particules vers d zones dedtatopes décroissantes

si un gradient thermique existe,
Photophorese: attraction ou répulsion sous I'effet d’'un rajjlamineux,

Diffusionphorése: particules de constitution inhomogene se déplagans un mélange de

gaz sous l'action d’'un gradient de concentrations,
Coagulation : processus d’adhésion ou de fusion d’une pagiaukec une autre,

Phénomenes de répulsions électrostatiquee particules chargées

Contrairement aux échantillons analysés en LIBS tple les gaz occupant tout volume

d’échantillonnage du plasma ou les surfaces sold#es a localiser pour y induire un plasma,
les particules d’aérosols sont des objets complaxé&sadiés a cause de leur taille réduite et leur
mobilité par rapport au volume d’un plasma localldge chaine de détection doit tenir compte
de ces spécificités.

- 88 -



Chapitre Ill- Méthodologie de la chaine de mesundérosol aqueux multiélémentaire

[11.2.2. Bruit de fond atmosphérique et contamination particulaire

.2.2.1. Composition et caractéristigues générales

Les origines des particules d’aérosols sont mekipLe diagramme du tableau IlI-1montre la

diversité et la complexité des aérosols préseritgeglement ou artificiellement dans l'air :

Diameétre (um)
0,0001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10 000

J/ Brouillards \L
industriels @
< Fragmentation —

Tempéte de
poussiere

Fumées de tabac

Des gaz aux particul

Cluster de dépot
en plasma CVD

Cristaux se marir

Bactéries >

Pesticides
Insecticide

) . Sable Gros Gravier
Argile >< Limon >< fin >< sable ><

Noyau
condensation
deflamme Cendres
Fumées incendies \>

™~ de forét p

Vapeurs et poussieres métalliques
| | | |

<> Sable d¢ plage

Condensation

nucleu:

tableau IlI-1 : Gammes de tailles caractéristiqiresliverses particules atmosphériques
Pour concevoir une chaine de détection de menactsypaires, il est nécessaire de connaitre
le bruit de fond atmosphérique et de s’en affranehitant que possible en choisissant les
meilleurs marqueurs spectraux discriminants les aves par rapport a des interférents

potentiels pour éviter de fausses alarmes. [72]

11.2.2.2. Aspects toxicologigues

Les particules d’aérosols peuvent a la fois camestitdes interférents a éliminer lors de

procédés de fabrication mais également représemdsr menaces pour I'homme. Les
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obligations d’hygiene et de qualité de l'air soasdaritéres drastiques pour certaines catégories
de procédés de fabrication. Par exemple le nivéampmbussiérement d’une salle blanche ou
sont produits des systéemes microélectroniques @tié maintenu a une trés faible

concentration sous peine de polluer les surfaces.

Fraction inhalable

> 10 pm bloquées

5= 1D pm bioquées en

grande parlie
1um
Sum .l.lmit"nth-‘-;a:w "
agglomérats de bactéries sporetbacne
sporulées isolée
figure 1llI-1 : Gammes de tailles caractéristique de figure 111-2 : Fraction inhalable des aérosols
particules d’aérosols bactériens isolé ou aggloméré biologiques par le systéme respiratoire

Les contaminations d’atmosphére ou d’objet par padicules pathogénes renvoient aux
contextes d’hygiéne de l'air mais également a ceeixguerre biologique ou de terrorisme
bactériologique. Les modes d’actions sont esséartieint basés sur la pénétration des corps
humains ou animaux par contact, ingestion ou raSpir de particules nocives. Dans ce
dernier cas, on parle de la notion de fraction laibla pour désigner les gammes de tailles
particulaires pouvant atteindre et contaminer legess respiratoires comme illustrée sur la
figure IlI-1 et la figure II-2.

Quand les particules parviennent vers ces tisssgiregoires, des processus d’altérations
physiques et/ou chimiques peuvent apparaitre delamature de la particule. Il existe une
préoccupation pour les espéces métalliques desicylag sub-micrométrigues ou
micrométriques créant des inflammations tissulaiesine contamination sanguine. De méme,
les particules d’amiante sont dangereuses du &iledr forme en aiguille provoquant des
altérations des tissus pulmonaires. Les bactéuestcg elles sont un danger pathogene pour
les tissus pulmonaires car elles y trouvent leslitimms idéales (température, nutriments, etc.)

pour se multiplier et contaminer en produisantto&mes.

1.3. OBTENTION DE L 'INFORMATION GRANULOMETRIQUE

111.3.1. Lesdimensions statistiques des aérosols

Les théories de la physique des aérosols sontietald plus souvent, pour des particules
sphériques [70]. Malheureusement, les aérosolontris habituellement dans I'air sont loin
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d’avoir cette forme idéale. Le probleme de la d&aén de la dimension d’une particule se pose

et entraine I'apparition de diametres statistigetsceux illustrés par la figure 111-3 :

Forme réelle de Diameétre Diameétre de Diamétre
la particule  gquivalent Stocke  aérodynamique

00 O

|
Vig = 0,22 cm.s™ {VTS =0,22cm.s’’

Vg = 0,22 cmus ! lk/'-rs > Vg

\

pp=4g.em? D, =5um D,=43um. 0, =86um
pp=dgem? po=dgem™  po=1gem™

] ¥

figure I11-3 : Diametres statistiques principauXisés pour représenter une particule réelle

Le diamétre d., du volume éguivalent :diametre de la sphére possédant la méme masse

m que la particule étudiée et la masse volumjgde matériau de celle-ci

%
d,, = {(/%} équation 111-1
77

Le diameétre de Stockeds : est le diametre d’une sphere ayant la mémesétds chute et

la méme masse spécifique que la particule congdére

Le diametre aérodynamique @ : constitue le diamétre d’une sphére ayant la métasse

de chute que la particule, et une masse spéciigake a 1 g.ci:

da =\/sto équation I1I-2
X

p est la masse spécifique de I'aérosol gpest le facteur de forme de forme dynamiqdey;
est le diamétre médian en masse de la distribgfianulométrique des aérosols. Grace a des

facteurs de forme, toute particule est représesekam une sphére équivalente.

111.3.2.  Etablissement d' une granulométrie

L’aérosol rencontré le plus souvent est polydispersest-a-dire composé de particules de
tailles différentes. Une interprétation statistigast donc nécessaire pour caractériser sa
distribution granulométrique. Pour illustration, lagiciel couplé a un dispositif APS (appareil

utilisé dans notre montage pour mesurer les di@metérodynamiques) représente de telles

courbes :
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3.8

3,70 +000

da
(=]
|

Conc. (di #com™3)
(3]
[=]
1

2 3 A 5 T 10 a0 30
Aerodymamic Diameter Cum)

0,0

ey [
-
—

figure Ill-4 : Représentation granulométrique dagrosol monodispersé de particules NaCl de diameétre
théorique 3 um, mode principal mesuré 3,28 um.pag8cules sont dispersées dans I'air ambiant déemo
granulométrique principal égal a environ 0,9 ungi@eel Aerosol Particle ManagerTSI)

Dans une représentation granulométrique, des megeswnt utilisées pour rendre compte des

dimensions d’'un ensemble departicules de diametre individugl:

— zni [d;
2N

La moyenne arithmétique pour calculer le diamétre moyen dé_p'

La moyenne géométrique di = NG/d, [h ;avecN=>n

La médiane: valeur du diametre autour duquel se partagsmibservations par moitié.

Le mode: la valeur du diamétre pour lequel il y a le pjmand nombre d’observations.

La moyenne arithmétique classique n’'est généralenpais le meilleur parameétre pour
caractériser une distribution particulaire : caligeeut étre parfois affectée par les aérosols les
plus gros ou les plus fins. Dans ce cas, la médjameespondant au diametre qui coupe la

distribution en deux parties égales) est plus asapt

Dans nos expériences, nous considérerons souvesit ageosols monodispersés |ou
polydispersés selon une gamme réduite de diam@ymaguement de 1 a 40 um, selon le type
d’expérience et de matériau). Nous choisirons daspectivement le mode et la moyenne

arithmétique.

11.3.3. Obtention des distributions des tailles aérodynamiques par
granulomeétre APS

L’APS (Aerodynamic Particle Sizer) est baseé suttia@gaux de Wilson et Liu (1980) qualifiant

un jet accéléré de particules par un vélociméteerleDoppler. Un dispositif commercial
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(modéle TSI 3320) sur ce principe est employé dans chaines de détection en tant
gu’instrument granulométrique pour mesurer :

La concentration nhumérique par comptage des particules,

La distribution par taille ou granulométrie pour chaque particule.

111.3.3.1. Principe

Entrée aeérosol

|

Filtre

Débitmétre

Dispositif
optique

Manométre

..............
e

1
Deébitmétre [ ]

figure 111-5 : Principe de fonctionnement de I'Aelynamic Particle Sizer (APS, modéle 3320, soci&Elfic.)

Dans ce dispositif, I'air porteur des particulesfestement accéléré en passant au travers d’un
petit orifice. Du fait de leur inertie caractérigéar leur temps de relaxatiap, les particules
mettent un certain temps avant d’ajuster leur sée& celle du fluide porteur issu ici de l'air
comprimé. Ce retard a I'ajustement est proportibaneur temps de relaxation et donc a leur
diametre aérodynamique. Ainsi ce diameétre peut @ééterminé en mesurant la vitesse de
chaque particule juste apres l'orifice, a l'aidemfaisceau laser dédoublé qui forme une zone
d’interférométrie dans laquelle les particules passL’écart de longueur d’'onde permet de
déterminer la vitesse.

Le domaine couvert par 'APS est de 0,5 a 30 pmoulee en 30 modes ou classes
granulométriques. L’APS permet d’obtenir en teng® tes distributions en taille d’aérosol.

11.3.3.2. Informations disponibles

Les informations de I'APS sont rafraichies chageeoade pour suivre en quasi temps réel
toute évolution granulométrique de I'aérosol. Ugideel (Aerosol Instrument Managdourni

par TSI) couplé avec I'APS fournit plusieurs vakewlont la représentation granulométrique
numérique ifumber concentratigren particules par chul’air échantillonné). La détection par
vélocimétrie laser est sensible a la quantité d#icodes, indépendamment de leur masse,
forme, composition ou autres caracteéristiques. Démutypes d’informations sont extrapolables
(cf. tableau 111-2)
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| Mumber I Suface N Mass |
I Particle 3ize |l Particle Size |I Particle Size

e diatn () 1 3,227E-H 3,2??E+II 3,284E:

mean (pm) | 2,665EH| 3,261EH) 3,356E
ge0. tmeat | ) I 2,3-’-1EIE+E| 3,199E+il 3311EH]
mode [ pm) I 3,27EE: 3,275EH 3,2?8E—HIII
geo. st. dev. I,TTTEﬁ 1,248E | 1,1??E+EII
total cone. L o 584 (EFom™ S f,um"_"zfmfﬂl_ _B.Djrﬁmgﬁn@

tableau IlI-2 : Informations granulométriques acilgles par le logiciel de 'APS : nombres, surfagemasse
des particules. Pour chaque catégorie sont indggeegum : valeurs médianesediar) — moyennes
arithmétiquesrfiearn) — moyennes géométriquegepmetric mean- mode en um - écart type géométrique
(geometric standard deviatiprLa concentration numérique totatetél concentrationpst en particules par
cm(#/cn?). Des informations surfaciques et massiques sdraites de ces premiéres mesures expérimentales.

[.4. ADEQUATION DE LA SENSIBILITE ELEMENTAIRE DE LA LIBS DANS LE CAS DES

AEROSOLS AQUEUX

[11.4.1. Approche empirique de la guantité minimale de matiére échantillonnable

L’'un des enjeux fondamentaux de I'étude est d’apgméer le couplage de la technique LIBS
pour détecter des particules d’aérosols de tailieramétrique, telles que des bactéries en
suspension par exemple. Cette application est lgjessi et seulement si la sensibilité de la
technique LIBS est en adéquation avec la quangithdtiére contenue dans une telle particule
vaporisée et excitée par le plasma.

L’étape primitive est la détermination de la quentiminimale de matiere a priori
échantillonnable et détectable par les dispostjserimentaux LIBS possédés et validés pour
'analyse de gaz et de surfaces. Des performancalyt@mues ont été établies en terme de
limites de détections élémentaires pour certainmeas (halogenes et métaux par exemples).
L’idée consiste a élaborer des bilans de matiete f@s particules micrométriques présentes

dans un plasma en extrapolant la sensibilité aegyisur les gaz.

L’'objectif de notre approche est de savoir si lesetirs élémentaires contenues dans|une
particule de taille micrométrique telle qu'une lgaie sont compatibles avec les limites|de
détections validées sur des éléments de référemcearticulier des atomes issus de gaz de

référence.
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111.4.2. Quantité d’ atomes détectable dans |e volume d’un plasma induit par |aser

La premiére phase de I'approche est d’estimer &ntfjé d’atomes dans le volume du plasma
induit dans l'air. Chaque plasma est ici usuellenfi@mmeé a I'aide d’un pulse laser ns d’énergie
typique de plusieurs dizaines de millijoules etd@® par une lentille plan convexe de distance
focale de quelques centimetres. Les plasmas obtsauprésentent comme des milieux
délimités spatialement et de forme analogue a ckllee ellipse dont le grand axe mesure
guelques millimetres.

Dans sa thése, L. Dudragne [2] a établi expérinhemient les dimensions d’'un plasma obtenu
en focalisant grace a une lentille de distanceléoégale a 65 mm un faisceau laser Nd :YAG
de diametre initial équivalent a 5 mm, a la longwande de 1064 nm et d’énergie valant 100
mJ. Le plasma était a I'époque partiellement imageune fibre optique de diametre de coeur
de 365 pum et d’ouverture numeérique de 0,22. L'enit@ de la fibre est positionnée a 3 mm du

plasma et déplacée sur la longueur du plasmaidafef 111-6).

Plasma photographié de
volume V=5,43 mm

Diamétre d'observation

Largeur b du plasmag h d’'une fibre & 3 mm du

1,61 mm

plasma: 1,72 mm

Longueura du plasma : 4 mm

figure 111-6 : Surface observée par une fibre opéignobile placée a 3 mm de I'axe du plasma
En assimilant le plasma a une ellipse de granddaXengueur égale a 4 mm et de petit axe
de distancé valant 1,61 mm, il est possible d’approximer léunee V de ce plasma a celui
Velipse d’Une ellipse selon :

b 2

= 4xnx§x(§j = 543mm? équation I11-3

elipse — 3

V=V

Comme rappelé dans le chapitre |, un plasma irdhrs I'air (mélange a 80% de Bt a 20%

de Q) peut étre assimilé a un gaz dont la tempérafuest égale a environ 20 000 K a la
pression atmospheériqimo (hypothese forte étant donnée I'existence de graslithermiques

en évolutions complexes durant la croissance gtiietion du plasma). Dans le but d’établir
un modele tres simplifié pour appréhender les émitle détection, on pose les hypothéses

fortes que le plasma est semblable a un gaz patfgile sa seule action est de se dilater. Il est
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possible d’évaluer la quantité de molécules le amsapt par le volume molaire d’'un gaz
parfait & température ambiantg [R98K) et & pression ambiantg:R: V=24 L.mol*. En
utilisant la relation caractéristique des gaz periéant le volume Ydu gaz a la température T

selon P\=nRT, avec R la constante des gaz parfait et n les moles

P

al

o X Voo = NRT=nNRx20000 équation 111-4

P

atmo

XV e =NRT; =NRx298 équation I1I-5
Le rapport de I'équation IlI-5 avec I'équation #l-permet d’approximer la quantité de
molécules contenues dans le plasma induit par kispar conséquent le volumegyk du
plasma assimilé a un gaz parfait a la températe298K :

Voo _ 298

Voo 20000
Sachant gu’'une mole de gaz parfait a un volume4de a pression atmosphériqugnB et a

= (67,2)_19 V20000k=6 7X V298K équation 111-6

T=298 K, on déduit la quantittde molécules présentes dans ce volume :

— V298K — V298K x NAvogadro X Vplasma
Noooox = V— Nogex = Vv x\/
2000K 2000K molaire équation 1-7
809102 10 °dm® x 602[10**mol™ 5 .
Nogook = 3 ) = 2E|.01 molécules
24[dm° [mol

L’air étant un mélange a 80% de Bt a 20% de € globalement une molécule d’air contient

deux atomes. Chacun des plasmas générés danspégesges englob@n = 410" atomes.

La concentration atomigqu@awmique dans ce type de plasma est :

Les précédentes théses effectuées au CEB sur B (HBLancelin [1], L. Dudragne [2] et S.
Morel [3]) — ainsi que les études menées danspmoraavec les nouveaux appareillages — ont
eu pour finalité I'étude de la sensibilité des dmfifs expérimentaux.

Des procédures optimisées permettent d’approclselingtes de détection pour un certain
nombre d’éléments — chlore, carbone, soufre etr flu@ous forme de gaz. Les parameétres
choisis pour les optiques de focalisatitanfille de longueur focale égale a 6,5 onet le laser
(énergie de pulse = 100 mJ, diamétre du faisceau ;5&m, longueur d’'onde = 1,064xIb

cm et durée de pulse = 6 nsEn appliquant I'équation I-10 (page 48),dansité d’énergie

utilisée est égale a 4,66 ¥bow.cm®.

En posant I'hypothése forte que le hombre d’atoessindépendant du matériau (106 ppm

correspond a 4.1015 atomes), on déduit les éléndertableau 111-3 par une regle de « trois ».
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Nombre Concentration
Densité d’énergie moyenne : 4,6 d’atomes atomique
Longueur 1 2 A A 2 4
Elément d'onde Phase 10" W/cm? — Diamétre tache détectables dans dgt?ctable par
i focale : 67,5 pum le plasma de unité de volume
Volume du plasma = 5,43 mm volume 5,43 de plasma en
mm3 mm'3
Limites de
détection en ppm| Spectrometre
(m/m) obtenues | + détecteur
avec le critere utilisés
IUPAC
Gaz
THR1000 + 1 0
Cl 837,594 CRCl, 90 iCCD OMA 4 3,6 10 6,7 10
dans air
THR1000 + . 0
55 iCCD PIMAX 2,210 4,116
Gaz
THR1000 + o
C 247,856 CRCld 3 iCCD OMA 4 1,210 2,216
ans air
THR1000 + o
4 iCCD PIMAX 1,6 10 3010
Gaz
THR1000 + 2 2
S 921,291 SFZ?rans 1500 iCCD OMA 4 6,0 10 1,110
THR1000 + ) .
500 iCCD PIMAX 2,010 3,716
Gaz
THR1000 + 0 0
F 685,602 c;zsc::jr 20 iCCD OMA 4 8,010 1,516

tableau I11-3 : Limites de détection pour les éléiseCl, C, S et F exprimées en nombre d’atomestidiies
dans le volume du plasma induit par un pulse ld'ggrergie 100 mJ, de longueur d’'onde 1064 nm, dméire
initial égal & 5 mm et focalisé par une lentilledigtance focale égale & 65 mm. Deux types de rgpeetres ont
été utilisés comme indiqués.

Le tableau IlI-3 liste les limites de détection pdel chlore, le carbone, le soufre et le fluor
selon la configuration énergétique du plasma end@ogt les spectrométres associés. La
derniere colonne référence les limites de détectianitialement exprimées en parties par
million (ppm) — en nombre d’atomes d’éléments @&mt auxquels la méthodologie LIBS
développée peut étre sensibleXSppm d’'un élémenE sont détectables, alors pour un million

d’atomes X atomes représentent cet élénient

Selon les éléments considérés et les configuratibagpareillages utiliséegles guantités

typiques d’ordre de grandeur comprises entre 1Det 10 atomes d’intérét — initialement

sous forme gazeuse — par volume élémentaire d’échiflonnage par plasma (en mni)

sont détectables.

Par extrapolation depuis ces acquis expérimentaiprochaine étape consiste alors a savdir si
la technique LIBS est sensible ou non aux tenel@raentaires contenues dans les partictles

d’aérosol afin d’'y extraire des marqueurs spectraux
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111.4.3. Couplage et imagerie de I'interaction d' un plasma et de particule

Dans notre problématique de sensibilité analytiguest nécessaire que le plasma englobe la
ou les particules d’aérosol pour les vaporiser,desiter et les analyser suivant le procédé
LIBS. La figure 11I-7 schématise l'interaction eatun plasma de caractéristiques connues
(température du « gaz » plasma estimée a 20000kme déduit a partir des dimensions
millimétrigues mesurées) et une particule typique ldtmosphere présentant une taille
micrométrique. Une fibre de plus grand diamétrecdeur® (® =1 mm) est choisie pour
échantillonner optiquement davantage de volumen@asomparativement a celle utilisée dans

le passéd= 365 um, cf. figure Ill-6, page 95).

- * Configurations de
- focalisation du
y oS faisceau laser et Particule
A / . f .
(N Faisceau d’'observation . o
Vi laser radiale du plasma micrometriqu
X

A

figure 111-7 : Schéma illustrant le couplage d’'ymerticule micrométrique vaporisée et excitée paplasma
typiqguement généré avec les dispositifs LIBS posséd imagé partiellement par fibre optique

La fibre optique présente une ouverture numériue sird =0,22, d’ou l'angle6=12,7°.
L’extrémité de la face d’observation de la fibré¢ pcée a ¢il=6mm du centre du plasma
exactement positionné au foyer de la lentille. ibaefa un diametre de coeirégal a 1000 um.

Le volumeV observeé par la fibre optique est un cone trongoié;

V =mtH/3.(rR+R? +r?) équation 111-8

. r=d..tan @ + ®/2~ 1,67 mm d’'ol une surface égalet®*~ 8,8 mn.

. R = (H + dy).tan 8 + ®/2 = 2,03 mm soit surface égalerR* ~13,0 mm.

Dans les calculs suivants, nous considéreronsasma de forme ellipsoidale, induit avec une

énergie de pulse de 100 mJ et présentant une longee4 mm pour une largeur de 1,61 mm
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(cf. figure 1lI-6, page 95). La comparaison de dasensions avec celles d’observations par la
fibore optigue montre que le plasma est entierementagé en hauteur H
(2xr=334mm>H =1,6Imm) et en longueur LZxR = 406mm=L =4mm).

Si le plasma est transparent (optiguement minadjbte n’observe pas une surface émissive,
mais un volume émissif V de plasma voisin du voluduedne tronqué de rayore 1,67 mm

et R ® 2,03 mmet dehauteur H = 1,61 mm soit environV=17,41 mn?. Le plasma de

volume moindre est entierement imagé. La maniémmatjer pourrait étre améliorée en
optimisant la distancepcentre la position de formation du plasma et lafaoe de la fibre

optique pour minimiser I'acquisition de la lumiénevironnante.

[11.4.4. Choix de modéles particulaires multi é émentaires

Cette partie a fait I'objet d’une publicatidi@3]

Pour appréhender et adapter le couplage de la dwtgie LIBS a la détection d’aérosols, la
premiere étape consiste a vérifier expérimental¢taesensibilité analytique de nos dispositifs
expérimentaux par rapport aux teneurs élémentaleesnodeles représentatifs d’aérosols
atmosphériques. Comme précédemment illustré pgableau 1ll-1 de la page 89, le bruit de
fond atmosphérique présente naturellement unedligate particules en termes de dimensions
(de 10" & 1d micrométres), de natures minérales ou organiglié®ts inertes ou viables. Les
compositions élémentaires peuvent étre simple®miolgenes — telles des particules de silice
SiO, par exemple — ou complexes a I'instar de micraaiggaes vivants tels que des bactéries.
Un protocole est développé pour générer des modedesculaires calibrés suivant les
parametres suivants :

Génération de particules présentant des dimensionaérodynamiques de quelgues

micromeétres a quelques dizaines de micromeétres erlation avec la détection de risques

particulaires chimiques et biologigues

Contrble de la composition de chague particule avec des teneurs élémentaires

représentatives des catégories d’'aérosols atmagpbsr (particules salines homogeénes,
structures complexes des bactéries vivantes).

Contréle _de la_granulométrie (distribution en tailles et concentrations) ausutage du

plasma a I'aide d’une métrologie adaptée.
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111.4.5. Générations de courants linéaires de microgouttel ettes par orifice vibrant

111.4.5.1. Principe

Pour simuler des modeles d'aérosols calibrés etodegtibles en dimensions et en
compositions, un générateur d’aérosol a orificaanb est utilisé Yibrating Orifice Aerosol
Generatorou VOAG, marque TSI, modele 3450).

Dy N T Solution & aérosoliser
| - (filtrée par membrane a
. ﬁ pores de diamétre 0,22
um)
gouttelettes - Fréquence de
O Elifzed vibration (kHz)
’ ~._ perturbations
% ~ mécaniques
Lj
L P |
— R
D, . : |
tvibralions Y - - 7 AT
Orifice e g 200u10um y = ===—\7 -
Débitmétres d’airs de
liquide dilution et de dispersion

figure 111-8 : Schéma de principe et photographiegénérateur d’aérosols a orifice vibrant ou VOAG@Ique
TSI, modéle 3450)

Dans ce dispositif créé par Berglund et Liu [74heusolution de composition et de
concentration connues en solutés est forcée alairdans un orifice de diamétre 20 pum
micrométrique avec un débit de liquidg, adéquat (en Fs)[75]. L'application d’'une
fréquence de vibratioh (s) constante sur l'orifice engendre une fragmentadla jet liquide
en sortie d'orifice: il apparait un courant liméaiet localisé selon un axe vertical
microgouttelettes. Ce courant est composé de ldisolinitiale fragmentée en gouttelettes de

diamétre micromeétriquBg égal et reproductible (= 1%), et de volulg(en m) :

V,=Q./f équation 111-9
Chaque microgouttelette contient les mémes quant& solvant volatile (ici, un mélange
50 :50 d’eau ultra pure et d’isopropanol) et deutasd non volatiles. L'idée est d'utiliser
chacune des gouttelettes de taille micrométriquance une matrice liquide contenant des
teneurs élémentaires voisines de celles d’'unecpiéetd’aérosol atmosphérique.
Le diameétreDgy des gouttelettes micromeétriques en sortie d’a@iéist calculée selon :
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1

D = 6xQ. |2 équation 111-10
g Tix f

Q. est le débit du liquide en sortie de I'orifice raht Q. = 0,139 cmi.min™ ou2,39 1 m3s

Y. La fréquencd de vibration de l'orifice est fixée & 80 kHz. Lidization numérique donne

une valeur de diameétre de microgouttelddg égale a38,00 + 0,04 pm soit un volume
V gouttelee€gal a 28730 UM Connaissant le diamétre de la microgouttelettesti possible de
calculer la quantité d’atomes présents. Le nomleremdles de molécules d;B s’obtient
depuis la masse d’'une microgouttelette d’eau (t&nsil) selon :

m _dy oV

_ gouttelete N

gouttelete
nHZO M Avogadro — M N
H,O H,O

Avogadro — 96 10“ moles d'H20 équation I11-11

L'application numérique donne,, , = 9610 molécules d’HO composées chacune de 3

atomes : une microgouttelette conti8nfio = 2,88 16° atomes soientl(° atomes par mnt

de volume élémentaire basé sur celui de la micribglette. On dispose donc d’'une matrice
aqueuse reproductible en volume dans laguelle ahdgissoudre des analytes en natures et en
guantités connues. Connaissant le volume de laogocttelette, il est possible d’estimer le
diamétre de la particule secbe correspondante des lors de I'évaporation du solvalatile

via la relation suivante :

D, = Pi/6XQL XEC+ : equationyj.12
TtX

C est la concentration volumique des solutés noatiNes$ etl est la concentration volumique
en impuretés non volatiles composant le solvardtifohitial. La validité de cette formule et le
bon fonctionnement du générateur sont vérifies esurant la granulométrie des particules
seches (cf. illustration chapitre 1) illustrant eurtoncordance entre diametre théorique et
expérimental. Les particules générées par le gtgra orifice vibrant peuvent donc étre
analysées de deux fagons :

Soit par génération d’'un plasma induit par laser su le courant linéaire localisé de

particules isolées et de tailles micrométriqgues psé&ntes en sortie du générateur a orific

W

vibrant,
Soit apres évaporation du solvant volatile des ogjouttelettes pour obtenir des particules
résiduelles de dimensions micrométriques amoinddesnétre [B). Ces particules asséchées

sont alors dirigées vers la position de formatiarpthsma pour des interactions aléatoires.

La premiere solution est considérée pour bien étertta position des particules générées dans

le volume d’échantillonnage plasma.
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111.4.5.2. Choix de solutions multiélémentaires étalonnées

Pour en tenir compte la diversité des aérosols spihv@riques naturels ou artificiels du tableau
llI-1 (page 89), des entités de composition mudtigbntaires initialement sous forme de
microgouttelettes sont générées avec le VOAG. Nitoex s’est porté sur la fragmentation de
jets basés sur des eaux minérales ou de source®mdmerce étalonnées en composition

élémentaire et en concentratijgdf pour chaque élémeit

ngsczgtl:iﬁ(%gfiiogynﬂfs Eau n°1 Eau n°2 Eau n°3 Eau n°4 Eau n°5
[Ca® 4,1 26,5 45,0 46,1 89,0
[Mg?] 1,7 1,0 3,2 43 31,0
[Na'] 2,7 0,8 5,1 6,3 17,0

tableau Ill-4 : Concentrations cationiques des efzource et minérales utilisées (données préssatdes
étiquettes des bouteilles)

Le tableau IlI-4 référence les masses élémentamesle chaque élément X contenues dans
chacune des microgouttelettes générées en sorii®©A&. Les massesix sont calculées par
le produit des concentrations élémentajigsavec le volume de gouttelette de diamélge

La connaissance des concentrations exprimées erdppmle tableau 111-4 et de la valeur du
nombre total d’atomes (3:55=2,88 10°) contenus dans une microgouttelette de diaméak ég

a 38 um permet également de calculer les quatitdsiques eilCa, Mg etNa.

Eau n°1 Eau n°2 Eau n°3 Eau n°4 Eau n°5
Masse par gouttelette (fg) 118 761 1290 1320 2560
Ca| Nombredatomespar | ,.5.40 | 76394° | 13010" | 1,3318" | 2,56 18
gouttelette
Nombre d'atomes parvolunj 5 1749 | 14113° | 23918° | 24514° | 4,7216°
élémentaire de plasma (min : ' ' '
Masse par gouttelette (fg) 49 29 92 124 891
Nombre d’atomes par 0 0
Mg gouttelette 4,90 16 2,88 10 9,22 16 1,24 18 8,93 10
Nombre d’atomes par volun 0
clémentaire de plasma (i 202 16 5,30 16 1,70 16 2,28 16 1,64 14
Masse par gouttelette (fg) 78 23 147 181 488
Na | Nombredatomespar | ;2509 | 53018 | 1,4710° | 1,811d° | 4,90 16°
gouttelette
Nombre d'atomes par volunje ; 5 4 4,24 168 2,70 18 3,34 18 9,02 18
élémentaire de plasma (

tableau IlI-5 : Masses et quantités en nombre dia®pour chaque élément constituant les gouttelgérérées

La comparaison des teneurs atomiques présentesudanseule microgouttelette de diametre

38 um (de 1ba 1d° atomes par mirde volume de plasma de référence 5,43 navec celles
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détectables par nos dispositifs LIBS et indiquéassdes deux dernieres colonnes du tableau
1-3 en page 97, fait apparaitre des ordres dadgar assez proches (de’ 20102 atomes par
mm® de volume échantillonné par le plasma) en terme séesibilité. Une seule

microgouttelette échantillonnée présente donc desrieurs parfois inférieures d’un facteur

10 par rapport a celles mesurables par la méthodotdpe LIBS.

La prochaine étape consiste a positionner un nogtmeu de microgouttelettes calibrées dans

la zone de formation du plasma induit par laser.

111.4.5.3. Couplage de la LIBS avec les courants linéaires de

microgouttelettes séparées

Le générateur d’aérosol fournit en sortie de saficervibrant un jet linéaire et localisé de
microgouttelettes séparées et étalonnées en mhsski@ d’analyte. L'objectif est d’'induire

des plasmas sur ces microgouttelettes localisaégsgmanalyser par LIBS :

Axe d’écoulement du courant linéaire

A
Plasma (
=54 pym I L =92 um
A LAY
Pulse Laser \ Axe du faisceau laser

A
Dgouttelette: 38 um
y

v

Lentille de distance
focale égale a 30,7 mm
a A=1064 nm Tache focale du
faisceau laser :
diamétre = 34 um

Gouttelettes micrométriques

«——
() / en formation

Orifice : Diamétre=20um
Fréquence de vibration=80kHz
Débit liquide Q,=0,139cm®.min™=2,39

B R R

Axe position
fibre optique

Axe faisceau

laser d’écoulement

Liquide forcé a ci;rculer par I'orifice
gouttelettes

figure 111-9 : Schéma du couplage plasma-courariidire de microgouttelettes séparées
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Le courant linéaire de micro-particules liquides esgouré par un courant d’air épuré de deébit
égal & 80 L.mitt. Ce dernier est destiné a entrainer et & asskshparticules par évaporation
du solvant volatile qu'est l'eau. Sur les dix premi centimétres, le courant de
microgouttelettes demeure linéaire et les partecbien séparées. Au-dela de cette distance, les
effets de gravités et la diminution de la massegiestelettes par évaporation progressive de
'eau volatile conduit a une dispersion des micrdtglettes dans toutes les directions. Pour
éviter un dépbt des particules sur le générateaérdsol, un systeme d’aspiration est
positionné a une distance d’environ un metre astgesiu VOAG. Grace a des platines
micrométriques supportant la lentille plan-conveséhiculant le flash laser, la position de
formation du plasma est localisée orthogonalement $axe d’écoulement des
microgouttelettes. Le but est de forcer les micuigpbettes a résider dans la zone du plasma la
plus énergétique, c’est-a-dire localisée au niviala distance focale de la lentille.

Une lampe spécifique livrée avec le générateur perde contrdler les positionnements
adéquats de I'axe d’écoulement des microgouttslette la lentille et de la fibre optique. La
figure 1lI-9 schématise le couplage plasma-couftar#aire de microgouttelettes séparées en
sortie de générateur a orifice vibrant.

Les parametres de focalisation du faisceau sonsishpour optimiser le recouvrement de la
tache focale du faisceau laser par rapport a laepae d’'une microgouttelette passant en
position de formation du plasma. Les dimensiontadé@che focale dépendent des paramétres
du laser et de I'optique de focalisation (cf. pdgé¢. La collection du flux lumineux provenant
de chaque plasma est assurée par le positionnem@0dft d'une fibre optique par rapport au
plan vertical contenant I'axe du faisceau lasenm@me et le jet positionné a 90° de ce dernier.
La distance entre la fibre optique et le plasmalesi mm.

La distance entre deux microgouttelettes succes®sge calculée grace aux débits de liquide
sortant du générateur a orifice vibrant. En sodi@rifice, le débit liquideQ. équivaut a
0,139cm.min™ ou 2,32 10m®.s*. Sachant ce débit égal au produit de la sectida I'orifice

de diameétre égal a 20 um et de la vitegsau liquide en sortie d’orifice, la valeur de cette

vitesseV est obtenue par la relation :

V=Q /s équation 111-13
L’orifice présente un diametre dB égal a 20 um (diamétre veérifié par microscopie
électronique a balayage). La sectgst alors déduite selon :
s=nxD?/4=3,1400" m? équation 111-14

Nous pouvons alors calculer la vitessges gouttelettes en sortie d’orifice vibrant :
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v=Q, /s=738m3"

Une gouttelette est générée a chaque perturbagidiordice a fréquence équivalente a 80 kHz.

équation 111-15

La distance entre le centre de deux gouttelettes successatds v

¢/ =v/f =92um équation 111-16
En tenant compte des rayons des particules sengulgadistance L entre deux gouttelettes est

approximée selon £ 92 — 2 x 19 54 um. Pour un plasma de hauteur de 1,61 omplasma

engloberait au maximum 1610um/92um=17.,5 microgoutiettes.

Elément Eau n°1 Eau n°2 Eau n°3 Eau n°4 Eau n°5
— . ;
Masse élémentaire totale dans 17, 2065 13317 29575 23100 44800
gouttelettes (fg)
Ca Nombre d’atomes dans 17,5 gouttelefl 2,07 13* || 1,34 13% | 2,2813% || 2,33 18 | 4,48 162
Nombre d'atomes par volume || 5 55140 | 2471d! | 41816 | 4,2916" | 8.26 10"
échantillonné (mr)
— - y
Masse élémentaire totale dans 17,1 8575 507.5 1610 2170 15592.5
gouttelettes (fg)
Mg Nombre d’atomes dans 17,5 gouttelet| 8,58 13° || 5,04 18° | 1,61 18* || 2,17 16" | 1,56 162
Nombre d'atomes parvolume || 1 55140 | 92814 | 2,9814° | 3,9918° | 2,87 18
échantillonné (m)
— , ]
Masse élémentaire totale dans 17, 1365 4025 25725 31675 8540
gouttelettes (fg)
Na Nombre d’atomes dans 17,5 gouttelefted,36 16* || 4,03 1d° 2,5716 | 3,1718 8,58 181
Nombre d'atomes par volume || , 54 140 | 74216 | 4,7318° | 5851d° | 1,58 16"
échantillonné (mm)

tableau I11-6 : Quantités atomiques contenues Hansemble des 17,5 microgouttelettes analyséeplpama

Le tableau 11I-6 compare les teneurs atomiquesanités dans I'ensemble des microgouttelettes
analysées par le volume du plasma (de&@d* atomes par minde volume de plasma) avec
celles détectables par nos dispositifs LIBS (dé& 40L0? atomes par mide volume de
plasma, cf. derniére colonne du tableau IlI-3, p2ifje Les ordres de grandeur apparaissent tres

proches (de 104 13 atomes par minde volume de plasmales échantillons agueux sont

donc de teneurs similaires a celles mesurables parméthodologie LIBS.

Les plasmas sont générés sur les écoulements aegmittelettes avec une configuration
optomécanique telle que celle de la figure Ill-Edrpet de visualiser le couplage du plasma sur
le jet de microgouttelettes séparées. Nous souliggo’a cause de la lenteur de I'obturateur de
'appareil photographique utilisé, un phénoméneiditt 'image déforme les dimensions du

plasma et des microgouttelettes par rapport aalétée
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+“—>
1cm Lentille
plan-convexe
de distance
focale 30,7
mm a
Jet de gouttelettes A=1064 nm
micrométriques
separees Plasma induit
par flash
Fibre optique laser .
collectant les Nd :YAG a
émissions du 1064 nm
plasma
i Sortie d'un
_ Orifice de courant d’air
diamétre 20 pm entrainant le
jet

figure 111-10 : Visualisation de I'interaction emtte plasma et le jet linéaire de microgouttelettgsarées. NB :
les dimensions du plasma et des microgoutteletteisdgformées et étirées par rapport a la réalitiid de la
lenteur de I'obturateur de I'appareil photograpleigtilisé.

11.4.5.4. Parametres LIBS et protocole des mesures

Chague plasma est induit en choisissant des pamsmabtiques et laser de maniere a obtenir
une densité d'énergie analogues (4,66 Wra celle employée pour établir les courbes

d’étalonnage sur les gaz.

Laser Quantel pur Nd : YAGX= 1064 nnt Fréquence des tirs laser : 10 Hz — Durée de

pulse de 6 ns et énergie du pulse : 100 mJ

Lentille plan convexe de distance focale de 65 ninl1®d64 nm

Densité énergétigue au point focdl,7 13* W.cm™

Fibre optigue de type HCG 1000 positionnée au doidle de la lentille

Monochromateur THR1000 avec réseau 300 traits/mm :

o] Pour chaque spectre : largeur spectrale obtenue &g&®nm
o] Sélection de régions spectrales incluant les d@e£léments des gouttelettes
Détecteur iCCD Roper Pl :Max :

o] Délai d’acquisition optimisé : 1 us — Durée d’aifinn : 20 us
o] Pour chaque type de gouttelettes : 3 séries dsd@ires avec un plasma par
spectre.
Pour chacune des solutions aqueuses multiélémenta@mployées pour générer les
microgouttelettes, trois séries de 100 tirs avexfubguence de 10 Hz sont effectuées sur le jet

de gouttelettes liquides localisées et séparéssrtie du générateur a orifice vibrant.
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Pour chaque type de solution, un balayage spesstairéalablement effectué par pas de 40 nm
depuis la longueur d'ond& égale a 246 nm et jusqu'a 800 nm. Cette opératiea a
sélectionner les domaines spectraux représenti#ifsaies des éléments des microgouttelettes.
Dans chacune des fenétres spectrales les délaguibaion sont optimisés pour minimiser les

risques de saturation d’intensités des raies.

111.4.5.5. Balayage et sélection de zones spectrales

Ce balayage aboutit a la sélection de trois régagpextrales significatives de la composition

élémentaire intrinseque de la particule liquidelysee par le plasma.

1.45.5.1. Détection du magnésium sur la région 246-286 nm

Mg (1)
1600 - 285.213 nm
] Mg () ¢
1400 A 279.553 nm
] 280.270 nm
1200 - ¢

1000 - v

800 -

600 -

400 -

4

200 -

Intensité brute (coups)

0 -
246 251 256 261 266 271 276 281 286

Longueur d'onde (nm)

figure 111-11 : Spectre sur la région 246-286 nigndficatif d’'une rencontre plasma-microgoutteletitesies de
'eau n°1 — Masse totale analysée de magnésiumladasme Mg2+ = 857,5 10-15 g et quantité d’atomes
correspondantes par unité de volume du plasma810%0 mm-3 — Parameétres temporels LIBS : énemgie d
pulse = 100 mJ, délai d’acquisition = 1 us ; dut@equisition = 20 pus
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111.4.5.5.2. Détection du calcium sur la région 385-425 nm

Ca (I
16000 393,366 nm
396,847 nm
14000
7 12000 ca)
S 10000 422.673
2
Q
£ 8000
o]
@ 6000
D
& 4000
=
2000 ML
0 -

385 390 395 400 405 410 415 420 425

Longueur d'onde (nm)

figure 111-12 : Spectre sur la région 385-425 nigndficatif d’'une rencontre plasma-microgoutteletitesies de
I'eau n°1 — Masse totale analysée de calcium soferine C&" = 2065 fg et quantité d’atomes correspondantes
par unité de volume du plasma = 3,86%m?* — Parameétres temporels LIBS : énergie de pulsg0=niJ,
délai d’acquisition = 1us ; durée d’acquisitionGu3

111.4.5.5.3. Détection du sodium sur la région 570-610 nm

Na (1)
1400 - 588.995 nm
; 589.552 nm
1200
@ 1000 -
=} J
o
£ 800 -
& ]
=}
5 600 -
\g ]
@ 400 -
g
£ ]
> W
0 4
570 575 580 585 590 595 600 605 610
Longueur d'onde (nm)

figure 111-13 : Spectre sur la région 570-610 nigndficatif d’'une rencontre plasma-microgoutteletiesies de

'eau n°1 — Masse totale analysée de sodium sofesrize Nd = 1365 fg et quantité d’atomes correspondantes

par unité de volume du plasma = 2,56°1@m* — Paramétres temporels LIBS : énergie de pulse0mi, délai
d’acquisition = 1us ; durée d’'acquisition = 20us
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111.4.5.6. Etablissement d'une courbe d'étalonnage pour le
calcium
20000 - Courbe Ca(ll) 393,366 nm
y = 4E-07x
18000 A R? =0.9943
16000 4
14000 4
)
912000 -
3
£10000 4
No!
g 8000 -
2 6000 - Courbe Ca(ll) 396,847 nm
= y = 3E-07x
4000 1 R? = 0.9953
2000 4
0 L) L) L) L)

0.00E+00 1.00E+10 2.00E+10 3.00E+10 4.00E+10 5.00E+10

Quantité d'atomes de Ca analysée par volume élémentaire de
plasma (mm™)

figure 111-14 : Courbes de calibrage basées surdes du Ca (1) a 393,366 nm (courbe en postiaute) et a
396,847 nm (courbe en position basse) aprés s#tedtis raies d'intensité nette maximale. Pour chagurbe
est indiquée la relation linéaire.

En moyennant les intensités nettes des deux rai€adll) (écart type relatif de I'intensité de
la raie: 5,88 % pour la raie a 393,366 nm), lgensitéslc, des raies du calcium sont
proportionnelles a la quantité de matiére présdates les microgouttelettes analysées par le
plasma. Une droite d’étalonnage est alors obteroug pelément calcium présent dans les
particules liquides générées par le VOAG. Les oesirbbtenues sont linéaires et présentent
toutes des coefficients de corrélation proches.dealdroite de calibrage considérée pour la
raie Ca a 393,366 nm a pour équation (cf. figuré4) :

|, = 40107 xatome<Caparmm® deplasma équation 111-17

L’équation IlI-17 permet d’établir la limite de @&tion du dispositif LIBS pour le calcium en

utilisant le critere international IUPAC basé saufdrmule :

C.(Ca) =k x Dorut équation 111-18
a
ognit €st I'écart type (en coups) du bruit de fond digiae de base entourant la raie d'intérét.
Il est calculé sur les trois plus petites concdiuing doséesa représente la pente de la droite

de calibrage (exprimé en coups.MmLe facteurk désigne le facteur de confiance. Nous
considérong = 2 pour un facteur de confiance égal a 97 %. L'ajppilbm numérique basée sur
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le niveau de bruit .6 366m = 40UPS et la pente = 4107 coups.mmdonne la valeur de la

concentration limiteC_(Ca) détectable en quantité d’atomes de Ca présentumté de
volume de plasma :

C.(Ca)= 2,0 106 atomes de Ca par mmde volume de plasma, soit une masse de 1,1 fg

1.4.5.7. Etablissement d'une courbe d'étalonnage pour le
magnésium
250000 1 Courbe Mg(ll) 279,553 nm
225000 y = TE.07x
200000 - R? = 0.9978

O L] L] ) ) ) ) 1
0.00E+ 5.00E+ 1.00E+ 1.50E+ 2.00E+ 2.50E+ 3.00E+ 3.50E+
00 10 11 11 11 11 11 11
Quantité d'atomes de Ca analysée par volume élémentaire de
plasma (mm)

figure 111-15 : Courbe de calibrage basée sur#éssrdu Mg (II) a 279,553 nm apres sélection desra
d’intensité nette maximale. La relation linéai@nli les mesures est indiquée.

Comme dans le cas de Ca, les intensiigsie la raie de Mg sont proportionnelles a la qeénti
de matiére présente dans chaque microgoutteledtgsé#e (masseyg de magnésium). L'écart
type relatif est de 8,39%. La courbe obtenue estalre pour la raie Mg (II) a 279,553 nm

selon :

|y = 7007 xatomesdeMg par mm?® devolumedeplasma équation 111-19

L’équation I1I-19 permet d’établir la limite de @&tion du dispositif LIBS pour le magnésium
en utilisant le critere international IUPAC. L'apgdtion numérique basée un niveau de

confiance de 97% (k=2), sur le niveau de beyjf ;0555 =  dBES et avec une pente egale

& a =700" coups.mm donne la valeur de la concentration limie(Mg) détectable en

guantité d’atomes de Mg présents par unité de veldenplasma :

CL(Mg)= 3,8 1 atomes de Mg par mni de volume de plasma, soit une masse de 20,5 fg
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111.4.5.8. Etablissement d'une courbe d'étalonnage pour le

sodium

3500 -
Courbe Na(l) 588,995nm
3000 - y2: 2E-08x
R =0.9838
2500 A

(cogps)

\

L1500 -
(7]
C
9
£1000 A Courbe Na(l) 589,552 nm
y = 1E-08x
500 - R? = 0.9925
O L} ) ) 1
0.00E+00 5.00E+10 1.00E+11 1.50E+11 2.00E+11

Quantité d'atomes de Ca analysée par volume élémentaire de
plasma (mm™)

figure 111-16 : Courbes de calibrage basées surdies du Na (1) a 588,995 nm (courbe en positautéd) et a
589,552 nm (courbe en position basse) aprés s#tedtis raies d'intensité nette maximale. Pour chagurbe
est indiquée la relation linéaire.

De méme, la figure 111-16 illustre la courbe d’'@ahage basée sur deux raies du sodium Na (I)
a 588,995 nm et a 589,552 nm. L’écart type refaifir la premiere raie est de 6,72 %. Une
droite de tendance linéaire est tracée et son iéguest indiquée. Comme précédemment, les
intensitésln, des raies du magnésium sont proportionnellesqudantité de matiére présente
dans chaque microgouttelette analysée (mamgede sodium). La courbe obtenue est linéaire
pour la raie Na (I) a 588,995 nm avec pour équation

| v = 2010 °atomesde Napar volume élémentairedeplasma équation 111-20

L’équation 111-20 permet d’établir la limite de @é&tion du dispositif LIBS pour le sodium en
utilisant le critére international IUPAC. L'applitan numérique basée un niveau de confiance

de 97 % (k=2), sur le niveau de brust,seeem = IBUPS et avec une pente égale a

o =2010° coups.mm donne la valeur de la concentration limiB(Na) détectable en

guantité d’atomes de Na présents par unité de whgrplasma :

C.(Na)= 1,5 18 atomes de Na par mmde volume de plasma, soit une masse de 81,9 ffg
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111.4.5.9. Bilan des limites de détection pour le calciummliagnésium et le

calcium

Les limites de sensibilité en termes de masses eflxines sont converties en atomes

détectables par unité de volume dans le tableat:lll

Ca Mg Na

Masse élémentaire totale
détectable (fg) 11 20,5 81,9

Nombre d’atomes par volume
d’échantillonnage (mm) si
hypothese d'analyser 17,5 2,0 10 3,8 16 15 16
microgouttelettes

Limite de détection en ppm

(m/m) 0,03 0,50 2,00

tableau IlI-7 : Bilan des limites de sensibilit§perées en masses élémentaires, en ppm et en nombre
d’atomes détectables par unité de volume élémenpaiar Ca, Mg et Na

Les limites de détection pour les éléments Ca, Md Bla sont de I'ordre de grandeur du

femtogramme Ces valeurs serviront de référence pour traiter d'atres types
d’échantillons particulaires contenant ces mémeséents.

Nota bene : le critere IUPAC de calcul des limitesdétection tend a diminuer la sensibilité
élémentaire de la technique. Le choix d'un critkrenférieur a 2 pourrait se justifier étamt
donné que I'on observe des raies d’émissions mémest inférieur a 2 : un gain analytique

serait alors possible.

Cette étude tend également a montrer que la teebiitBS peut étre utilisée pour le contréle
des éléments contenus dans des solutions : eawral@s ou du robinet, effluents industriels,

etc. L'intérét pour des applications civiles detcole en ligne et en temps réel est illustre.

[1.5. METHODOLOGIE DE TRAITEMENTS STATISTIQUES DES DONNEES SPECTRALES

[11.5.1. Bases pour laclassification d' un ensemble d' échantillons

Dans un contexte de détection d'alerte, I'étapalémmentale est la classification — idéalement
l'identification — de facon fiable de tout échalatil inconnue selon son caractere d’anormalité
ou non, de danger potentiel ou de leurre. Le chgdeanalytique consiste désormais a utiliser

la LIBS pour classifier des échantillons complexes.
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Dans la partie précédente, nous avons mis en é@ads faibles quantités de matieres
contenues dans une particule de taille micromédrispus forme de traces élémentaires avec
des masses de quelques femtogrammes. L'analyg#gsana peut donc étre problématique en
termes d’identifiants spectraux disponibles pows dealyses qualitatives, voire quantitatives.
Plutét que de considérer un nombre limité de rdielge est désormais de prendre en compte
le maximum d’information contenue dans chacun gestsogrammes. Un spectre contiant
réponses (intensité d’émissigravec i = 1 a n) associées pour chacunendeagueurs d’onde

Ai. n=1024 avec le monochromateur @t£25000 environavec le spectrométre large bande de
type Echelle. Chaque réponse (intensjjédu couple X;, I;) constitue autant de marqueurs
spectraux potentiels. Ces observablgs () sont directement liés a la nature intrinséque de
I'échantillon analysé par LIBS.

Cependant, il est difficile de considérer de si bogux observables pour décrire un systéme
constitué de plusieurs échantillons voués a éasstiés d’aprés leurs informations spectrales.
Une solution analytique réside dans I'utilisatiom whéthodes multivariées pour exploiter le
maximum d’information contenue dans un spectrogramen construisant une nouvelle
représentation de ces variables dans un espacemdmgionp (tres) inférieure an, avec
classiqguement p = 2 ou 3. Ces méthodologies dertnant des données multidimensionnelles
constituent les bases de la chémiométrie [76]. dieifs statistiques sont employés en chimie

analytique pour décrire et classifier divers écllans de nature inconnue.

[11.5.2. Classification d’'aérosols agueux par analyse en composantes principales
ACP

11.5.2.1. Principe de I'Analyse en Composantes Principale des

données spectrales

Avec le but de décrire et de classifier simplemamtgroupe d’échantillons inconnus — ici la
nature d’'un microgouttelette — une méthode essatlpour réduire des variables basées sur les
longueurs d’ondé; et leur intensitd; associée ou couples;(l;). L'analyse en composantes
principales (ACP) est choisie. L'ACP est une méthdaninuant le nombre de variables grace
a la génération d’'un nouvel ensemble de variabée®ds sur une combinaison linéaire des
données initiales. L’ACP est une méthode non ptiédipour classifier des échantillons en se

basant uniquement sur les intensité de raies spest;, |;) obtenues par LIBS.
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Quelgques publications font état de [l'utilisationunl’ tel traitement pour classifier des
échantillons complexes par la technique LIBS. Roi@mples, 'ACP est utilisée par Fiekal.
[77] et Goodeet al. [78] pour spécifier et trier des alliages métaiég. Munsoret al. [79]
classifient diverses surfaces contaminées. Sieteal. classifient et identifient divers sols

pollués ou non avec des métaux lourds [80].

A Bourran O Kaolinite © Pierroton

B ) R s (O

2 / 8 e )
1 / E%L_\ eLgy 00 oa O\O
l@l P O oo x &

t[2]
o

t[1]

figure 111-17 : Exemples de représentations en AIEB spectres de 3 sols différents analysés par (3B%en et
al.)

L’annexe | explique en détail le fonctionnement’'d&€P. Un algorithme a été développé par

nos soins sur la base du logiciel informatique &ail.30.

111.5.2.2. Expériences LIBS et protocole de traitements des

données spectrales obtenues

~

Nous considérons dix natures de microgouttelettesdyites a partir de 10 solutions
multiélémentaires (eaux minérales calibrées en oaitipn, cf. tableau 111-8) avec I'aide du
générateur a orifice vibrant produisant des jetsndzogouttelette de diamétre 38 um. Chaque
particule liquide contient donc une quantité condiéements Ca, Mg et Na.

Pour chaque type de microgouttelette, des mesuBsS sont effectuées en utilisant les mémes
parametres optiques et laser que ceux ayant péatablissement des courbes de calibration
(cf. partie 111.4.5.4, page 106).
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N° solution
multiélémentaire ! 8 ?
Teneurs massiques élémentaires des microgouttedetteppm (m/m)
Ca 26,5 45,0 89,0 WEE{N] 46,1 | 202,0 115
Mg 1,0 3.2 31,0 84,0 4,3 43,0 8,0
Na 0,8 52 17,0 9,1 6,3 4,7 11,6
Masse élémentaire d’une microgouttelette de diareéd8 pm (10° g)
Ca 761,4 1292,0 WPALYSN 139632 1324,5 5803,6 330,4 B(clorl
Mg 28,7 919 123,5/ 1235,4 229,8 Mkl
Na 23,0 1465 181,0 135,0 333,3 N K

tableau I11-8 : Composition massiques des microgbeites de solutions multiélémentaires analysae& iBS

Pour chaque microgouttelette, trois séries de p@Otees avec un tir par spectre sont effectuées
sur trois domaines spectraux de largeur limité parréseau a 300 traits.mimdu
monochromateur 246-286 nm(fenétre du Mg mais aussi P ou C par exem3i@}-425 nm
(fenétre du Ca, mais aussi Al par exempleb&-610 nm(fenétre du Na). L’ensemble des
spectres peut alors étre compilé sous forme d’oleda de données ou matrice de donnges
Chaque ligne de la matrice renvoie a un échantillon ; chaquers®j a un identifiant (ici la
longueur d’onde). Chaque élemex} de la matrice est alors lintensité brute de la ra
d’émission associéeia

Cette matrice constitue alors la base de travaillA@P : une nouvelle représentation de la
matrice de donnéeX; est effectuée pour rassembler les échantillonpef{ép individusi)
présentant des caractéristiques spectrales sieslair intrinseques de leur nature. Un nouvel
espace de variables est créé par lintermédiairecomposantes principales (principal
components ou PC) basées chacune sur une combin@éaires des différentes observables

initiales — réponsesy( I;).

11.5.2.3. Résultats et discussions

Dans chaque fenétre, on effectue I'’'ACP sur lestifi@nts présents : Ca, Mg et Na. En utilisant
des représentations en 3 dimensions, on distindue @u moins facilement différentes

correspondant chacun a un type de microgouttelgéeérées.
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385- 425 nm

figure 111-18 : Classification des types de microgielettes selon leur nature sur la fenétre duwalcLégende :
Rouge = eau 1, Vert = eau 2, Bleu= eau 3, jaur@ue Violet = eau 5, Bleu ciel= eau 6, Blanc = @a@range
= eau 8, Gris clair = eau 9, Gris foncé = eau 10
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figure 111-19 : Classification des types de micragielettes selon leur nature sur la fenétre duwsodiégende :
Rouge = eau 1, Vert = eau 2, Bleu= eau 3, jaureu=e Violet = eau 5, Bleu ciel= eau 6, Blanc = @éaQrange
= eau 8, Gris clair = eau 9, Gris foncé = eau 10
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PC3 9% 9% pey

246-286 nm

figure 111-20 : Classification des types de micragielettes selon leur nature sur la fenétre du iasigm.

Légende : Rouge = eau 1, Vert = eau 2, Bleu= efauie = eau 4, Violet = eau 5, Bleu ciel= eaulénB = eau
7, Orange = eau 8, Gris clair = eau 9, Gris fonefe 10

Nous pouvons observer que selon les fenétres praton entre les individus (échantillons)
est plus ou moins évidente. Cela indique que dssrahbles spectraux sont plus discriminants
gue d’autres. Ici, les identifiants basés sur ééssrdu Ca semble davantage discriminants que
ceux basés sur les raies détectées de Na et Mg.
La dispersion des points est liée a la fluctuatlarsignal et a la position des microgouttelettes
plus ou moins vaporisées intégralement par le pasm fait d’acquérir des spectres relatifs a
la formation d’'un seul plasma est également préjabie a la répétitivite. Néanmoins, une
classification s’opere.
Nous décidons alors de fusionner les données empazsant un spectre élargi rassemblant les
trois fenétres en une seule. L’ACP est alors affses sur tous les identifiants disponibles en
utilisant les raies d’émissions disponibles surtless fenétres (Ca, Mg et Na). L'ACP est

représentée en 3 dimensions avec la figure IlI-21.
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figure 111-21 : Classification des échantillons &€P en rassemblant les données disponibles stnoies
fenétres spectrales (246-286 n@, P, Mg, 385-425 nm Ca K et 570-610 nmNa))
Nous notons une meilleure discrimination des 1&&ucombinant les marqueurs disponibles.
L'idée est d'utiliser par la suite les spectrograesima large bande de type Echelle offrant
'acquisition simultanée de toutes les raies d'&iiss de longueurs d’onde entre 200 et 1000
nm.

L'idée est alors de concevoir un Vvéritabkepeigne spectral » consistant, sur un

spectrogramme, a sélectionner des régions d'inEméterme de la présence d’identifiants
spectraux discriminants (par exemple, pour les ogouttelettes: Ca, Mg, Na, etc.).
L’avénement de spectrometres a large bande commedmés de réseaux a Echelle (ou des
spectrometres miniatures a haute résolution miséie) va permettre de sélectionner les
marqueurs spectraux. En effet, des criteres proptes méthodes statistiques permettent
d’estimer la qualité de la représentation des béem

Pratiguement, des criteres (inertie) permettentaleuler les probabilités pour qu’'un individu
appartienne a un groupe d’échantillon.

De méme, un traitement du signal peut étre enviadg&enir pour minimiser les fluctuations
dans un groupe et faciliter la classification.

Le but étant de minimiser le taux de fausses aessi bien faux positifs que faux négatifs.
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figure I11-22 : Principe de sélection des bandescsijales d’intérét pour augmenter le pouvoir derdignation
de I'analyse en composante principale

En conclusion, 'ACP apparait trées prometteuse miiffierencier des espéces échantillonnges
selon la stratégie suivante :
> Créer des bases de données représentant des ctHéshantillons de référenge
obtenues selon des conditions précises (paranl&iseaux optiques, au laser, a I'acquisitign)
et des identifiants spectraux adéquats liés aategiburs d’ondes d’'intérét,

> Corréler chaque observation a la classe la plugLadé,
> Confirmer cette classification en reproduisant &emlyses sil reste de la matigre
d’intérét.

11.6. PROBLEMATIQUES DE L 'ECHANTILLONNAGE DIRECT DES AEROSOLS PAR_LIBS

111.6.1. Analyse directe des particules au vol

L'idée est d'utiliser les potentialités de la tejue LIBS pour analyser directement les
particules suspendues et transportées dans leegdeuy. Cette stratégie représente plusieurs

avantages :

Absence d'effets de matricautrgs gue ceux du gaz vecteur,

Analysein situ et sans prélévementles particules d’aérosols qui ne sont ni pertyrbigs

pollués, ni dilués,

Possibilité _de tendre vers l'analyse d'une seule pg&ule pour minimiser les

interférences analytiques si plusieurs particulagegt englobées dans le plasma.
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Pour appréhender la détection par LIBS des aérosalspendus, des stratégies
d’échantillonnage doivent étre mises en place gauvoriser et déclencher la rencontre un
plasma localisé et millimétrique et la ou les malt(s) micrométriqgue(s) non localisée(s).
Deux possibilités existent.

Dans les précédentes applications (analyse dedgagurface, de microgouttelettes forcées a
résider dans le plasma), I'échantillonnage par dtume plasma est toujours effectif. Au
contraire, pour la matiére particulaire telle gas &érosols (solides ou liquides) un probléme
d’échantillonnage existe a cause de la nature digha et des dimensions des particules
d’aérosols. Dans le cadre de cette étude, nousd&soss des particules solides ou liquides de
taille micrométrique (typiguement de 1 a 100 umterme de diametre aérodynamique). La
comparaison entre les particules micrométriquestshje notre étude (£am) et la taille du
plasma (quelques TOom) conduit & un rapport de taille de I'ordre®16oit un rapport de
volume de 18 Il convient alors de distinguer le nombre d’atsngentenus dans une particule
d’aérosol et celui contenu dans un gaz pour inééepie processus d’analyse :

. Une ou plusieurs particules présente(s) dans le wwhe plasma: I'interaction plasma-

particule(s) est effective. Les éléments des paddscet du gaz sont détectés.

. Aucune particule au sein du volume plasma les spectres ne sont représentatifs que des

atomes du gaz porteur.

111.6.2. Modéle probabiliste d’interactions plasma/particul &(s)

Pour considérer des interactions entre un plasnmailteemillimétrique localisé et des particules de
taille micrométriques non localisées dans I'espacemnodéle probabiliste de type distribution en
loi de Poisson est ici appliquer pour un plasmaragissant ou non avécobjets particulaires
présents a une concentration Mearticules par unité de volume. [81] [82] Le vokirefficace
d’interaction plasma-particule(s) est défini pavtdumeV issu du plasmaV tient compte dek
particule(s) présente(s) dans le plasma et du wldmplasma effectivement imagé par la fibre
optique. En se basant sur la distribution de Poigginéralisée, la probabilité qu'un plasma
échantillonnek particules est définie par :

k

P = % (@™ équation I11-21

K désigne le nombre d’échantillons (ici une ou m@uss particules) présents dans le volume
d’analyseV basé sur le plasma. En considérant une concemtrggrticulaireN (nombre de

particules par unité de volume) est exprimé selon :
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H=VxN équation 11-22
La probabilitéPy de n’échantillonner aucune particule est déduite :
P, =e™ équation 111-23

L’ensemble des probabilité® qu’un plasma échantillonne une ou plusieurs pads est
directement obtenu selon :
P= i P, =1-P, =1-¢e™ équation 111-24

k=1
En combinant les deux équations, une relation liariaux de rencontre plasma-particule(s) aux
parametres-clés du plasma et de la densité paitiewdst obtenue :

P=1-e¢*=1-e™ 3 ~Inl-P)=VIN équation 111-25

L’'analyse de la relation suggere une augmentatiotadx de rencontre plasma-particuldfd)ée
aux valeurs croissantes des concentrations paitieaN. V désigne le volume d’analyse basé sur
le plasma. Comme les plasmas générés sont repitdldaan volumey est considéré constant. En
mesurant expérimentalement les taux de rencdhipeur différentes concentrations particulaires
N, la valeur dev peut étre déduite. Si le modéle probabiliste psépest vérifié, les rencontres
plasma-particule(s) seront favorisées par des r&lewyportantes du couple V.N. Cela induit donc

de maximiser V et/ou N.

111.6.3. Approches expérimentales de | interaction statistique plasma-particul &(s)

11.6.3.1. Influence de la concentration des particules

. Générations de courants particulaires monodispersés

L’eau minérale commerciale n°1 calibrée en tenélg&mentaires (cf. tableau IlI-8 page 115) est
utilisée en tant que solution multiélémentaire d@ngOAG. En sortie de colonne de séchage du
VOAG, les particules — initialement de diamétre| 38 (solutés + solvant aqueux volatil) — sont
asséchées progressivement pour présenter une rapamion autour du diamétre de 5,1 um (+/-
0,05 um) mesuré par APS. Les particules sont pgékepar tube Tygon pour étre simultanément
véhiculées vers un APS et vers la chambre aérSstivn la position du tube Tygon collectant les
particules en sortie de colonnes de VOAG, une tranale la concentration en particules peut étre
obtenue et quantifiée par APS pour des valeursitala 30 & 150 particules par €rfcf. tableau
111-9).
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Densité 1 Densité 2 Densité 3 Densité 4

N, concentration particulaire (Emm?) 150 100 70 30

tableau I11-9 : Liste des concentrations partiowlabtenues au voisinage de la position de formatioplasma

. Parameétres LIBS

Laser utilisé : CFR 200 cadencé a 15 Hz — Enengjipulse : 100 mJ

Réacteur utilisé : chambre pour particules — Distdiocale de la lentille : 65,0 mm
Distance fibre optique/plasma : 5 mm — Distancafpimical/surface (FTSD) : 0 mm
Spectrometre utilisé : Andor Mechelle avec détaateC@D Andor iStar WR

Délai avant acquisition : 2 pus — Durée d’acquisiti@0 us

Nombre de tirs par série : 150 — Nombre de plasan@ectre : 1

Nombre de séries par type d’échantillon : 3

V V V V V VYV V

11.6.3.2. Résultats et discussions

11.6.3.2.1. Spectres et raies d’émission détectées

ca
oy 393.366 nm
396.847 nm
50000 4 Spectral lines from the ambient air (N, O, H)
for instance: O triglet
TI7.194; 777417 and 777.639 nm
P
)
C 40000 4 j\
3 ; . \
v 0

&
. 30000 A :
y— — plasma-particle(s) interaction
2 (Al Call Na ne plasma-particle(s) interaction
Q 20000 4 279.583 nm 315.6887 nm 580.995 nm
-E 280.270 nm 317,933 nm 589.592 nm
— ! ' ;

10000 A . cemsmn g A Pl e g e el O SR S PN N R I | G O 1

v o »
0 : |\ 4 ) M =i k. m J b :
200 300 400 500 600 700 800 900
wavelength (nm)

figure I11-23 : Spectres large bande obtenus pafyaes LIBS de courants de particules monodispersée
asséchées (diametre aérodynamique final : 5,1 {ungdolution d’eau minérale multiélémentaire. bectre
en position inférieure réféere a la présence dequée(s) dans le plasma. Celui en position supégiatrait a
un plasma n’interagissant avec aucune particude siest I'air ambiant. Le spectre supérieur estgjulécalé
en ordonnée pour une meilleure distinction. PareendtIBS : un tir laser d’énergie 100 mJ, déladwtée
avant acquisition = 2 et 20 us respectivement.

Comme illustré par la figure 111-23, deux types gjgectres sont obtenus avec les caractéristiques
suivantes avec des éléments détectés ou non selon :
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Minorité des spectres
Ele’zmen,ts Longueurs d’onde (nm) Majorité des spectres temoignant d'une
détectés interaction plasma-
particule(s)
azote N(l) 2 X 348,546 = =
oxygene Oo(l): 777,194 ; 777,417 et 777,539 = =
hydrogéne K: 656,279 = =
- Mg(l) : 285,213 o
magnésium Mg(ll) : 279,553 et 280,270 Absence Raies importantes
. Ca(l) : 422,673 — Ca(ll) : 315,887 o
calcium 317,933, 393.366 et 306,847 Absence Raies importantes
sodium Na(l) : 588,995 et 589,552 Absence Raies importantes
potassium K(l) : traces a 766.490 et 769.89 Absence Traces

tableau I11-10 : Liste des principales raies d’'éius détectées dans la majorité des spectres ehimoeité
représentative d'interactions plasma-particule(s)

> Tous les spectrese caractérisent par la présence dans la bandeadee00 a 1000 nm de

raies d’émissions listées de fagon non exhaustws te tableau I11-10. Les éléments N, O et H
réferent a la composition atomique des moléculestdoant l'air transportant les particules

d’aérosol. L’air entourant les aérosols est glamalet propre. Les raies d’hydrogene en faible
guantité peuvent provenir des vapeurs d’eau quiessblvant volatil des microgouttelettes

initialement générées par le VOAG.

> Certains _spectres font apparaitre des raies des éléments constitiemntparticules

multiélémentaires. Les éléments détectés (Mg, Ca, @l K) sont issus des particules

micrométriques échantillonnées par le plasma.

111.6.3.2.2. Criteres  spectraux sélectifs témoignant d’une

interaction plasma-particule(s)

La figure 111-24 illustre I'évolution de l'intensi nette de la raie du calcium a 393,366 nm en
fonction du numéro du plasma imagé selon que degylas sont dispersées ou non au voisinage

du plasma.
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figure 111-24 : Evolution de I'intensité nette da faie du calcium Ca (ll) & 393,366 nm en fonctiomumeéro de tir laser sur
I'air de dispersion sans ou avec la présence deplais multiélémentaires. Parametres LIBS : urpgertir laser d’énergie
100 mJ, délai et durée avant acquisition = 2 gi2@espectivement. Tracé d’un seuil basé sur leemug de la ligne de
base du continuum additionnée de trois fois lawadkintensité du bruit de fond spectral. 18 spestépondent a ce critére.
N=0,150 cr¥, diamétre aérodynamique : 5,10 pm (+0,05)

. Dans une majorité de spectreda raie du Ca a 393,366 nm est absente. Seulbgmeede

base du continuum d’émission est présente.

. Pour une minorité de spectresles intensités sont supérieures a la moyenna tigne de

base moyennée additionnée de trois fois l'intergit®ruit de fond spectral.

L’alternance de spectres révélateurs ou non daotemn plasma-particule(s) est étudiée pour
chacune des séries de 150 spectres obtenus ent feggger la concentration particulaire initiale.

Un spectre est significatif d’'une rencontre plasmatiere particulaire si et seulement si I'intensité
nette de la raie du calcium a 393,366nm est supérieu égale a I'intensité du continuum de la
ligne de base augmentée de trois fois l'intensitéilit spectral. Pour éviter de fausse sélection
due a la présence d’artefact spectral, une vétibicast faite en soumettant I'autre raie du double
du calcium a 396,847 nm. Le tableau IlI-1 rend ctenge I'inventaire des spectres répondant aux

criteres de sélection basés sur les raies du aalciu

Densité 1 Densité 2 Densité 3 Densité 4

Ecart type relatif du continuum spectral

au voisinage de la raie Ca (ll) 2 393,366 9,88 11,21 11,56 8,19

nm (%)
N : concentratlon3r)Jart|cuIa|re (fonm 150 100 70 30
Nombre de spectres significatifs d’ung 18 12 7 3
interaction / 150 spectres totaux
F : taux de renco(r;:;e plasma/particule(s) 12.0 8.0 4.7 2.0

tableau IllI-11 : Comptage des interactions effediplasma-particule(s) selon la concentration @adire initiale
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Les résultats du tableau 11l-11 sont reportés adiigure 111-25 illustrant 'augmentation linéaick

taux de rencontrE plasma(s)-particules avec les quantités de péatianvironnant le plasma.

14
y = 85.117x - 0.7803

12_
R = 0.9932

10 A
8 -

F %

6 -
4
2

O T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

N: concentration particulaire (mm=)

figure 111-25 : Evolution du taux d’interaction gaa-particule(s) en fonction de la concentratioiq@daire N
au voisinage du plasma

De 2 a 12 % des spectres témoignent de renconkasmas-particule(s). Ces faibles taux de
rencontres apparaissent comme l'une des limitatemscouplage de la LIBS a l'analyse de
particules d’aérosols suspendus : un plasma demellt mni échantillonnant des particules
concentrées a 100 particules:nsoit 0,1 particules.mrhentrainent mathématiquement un taux
de rencontre de 10%. Si les taux de rencontres dicettement dépendants de la concentration
particulaire avoisinant le plasma, leur durée déakibn est liee a la fréquence d’échantillonnage
du détecteur utilisé pour numériser les raies déin. Le laps de temps nécessaire a I'obtention
de deux spectres successifs — avec un plasma patresp- est techniquement limité par la
fréequence d’acquisition de détecteur iCCD accol&mectrométre considéré (large bande Echelle
ou bande réduite du monochromateur).

Chaque plasma est imagé a partir d’'un délai d’'atiom et pendant une certaine durée. Ce laps de
temps permet d’éclairer les pixels CCD du détecmaur imprimer I'empreinte spectrale des
différentes longueurs d’onde caractéristiques @smph. A la fin de la durée d’acquisition, cette
empreinte est convertie en spectrogramme. Seltardaur spectrale désirée, on emploie un type
de spectrométre doté d’'une fréquence d’acquisitiomaximale propre comme explicité dans le
tableau 111-12 :

- 125 -



Chapitre Ill- Méthodologie de la chaine de mesundérosol aqueux multiélémentaire

Monochromateur THR1000 + Spectromeétre Echelle Andor +
détecteur iCCD Roper PIMAX iCCD Andor iStar
. S . Spectrogramme Echelle en 2
Nombre de pixels utilisés imagés 1024 dimensions de 1024 x 1024 pixels
Nombre d’informations de type
, L Entre 25000 et 30000 selon la
(longueur d’onde;, Intensité 1) 1024 calibration
par spectre
f: Fréquence maximale
d’obtention d'un spectre (Hz ou 37 1
-1
s)

tableau I1l-12 : Durée d’obtention d’'un spectreosdia fréquence d’acquisition des spectromeétrdisési
Le tauxF de rencontre plasma-particule(s) dépend de laerdration particulairdN initiale. La
duréeAt d’obtention d’'un spectre représentatif d’'une renm plasma-particule(s) est liée a la
fréquencd d’acquisition du spectrométre utilisé selon latieh :
f=_ 1
f x F(N)

Selon la concentration initiale N, chacune deseséde 150 spectres a été effectuée avec le

équation 111-26

spectrometre Echelle dans le but d’obtenir destspgrammes a large bande spectrale (200—-1000
nm) pour accéder a la composition multiélémentde® particules micrométriques. Cependant, le
principe de fonctionnement de réseau Echelle vigentir I'obtention de la statistique permettant
d'analyse au vol les particules. Etant donnée émuence d’acquisition de 1 Hz entre deux
spectres, 150 secondes sont nécessaires pour chatipiele spectres. Le tableau I1I-13 illustre la
limitation es probleme dilemme entre I'obtentiomil’spectre large bande peut étre compléte de la

fagon suivante :

Densité 1 | Densité 2| Densité 3 Densité
N : concentration particulaire (Eamm®) 150 100 70 30
F : taux de rencontre plasma/particule(s) (%) 12,0p 8,00 4,67 2
At (spectre Echelle a large bande)durée d'obtention
en seconde d’un spectre signifiant une renconarenpé- 8,33 12,50 21,41 50
particule(s) avec le spectrométre Echelle
At (spectre monochromateur a bande étroite) durée
d’obtention en seconde d’'un spectre signifiant une 0,22 0,34 0,58 1,35
rencontre plasma-particule(s) avec le monochromate

tableau I11-13 : Calculs des durées nécessairedbtehtion d’'un spectre significatif d’'une interact effective
plasma-particule(s) selon le type de spectrométiiséu
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11.6.3.2.3. Validation du modéle probabiliste d’interactions et

détermination du volume d’analyse et d'observatidu

plasma

Chaque plasma est imagé au moyen d'une fibre optipiée d’'une ouverture numérique
caractérisée par un angle solide. Le volume d’'a@east le volume observé par le détecteur et
est lié a I'angle solide d’observation de la fibpique d’ouverture numérique 0,22. Dans notre
configuration, tout le plasma est imagé, avec lgthgse d’'un plasma optiquement fin. Un
volume d’analyse peut ainsi étre défini comme Idi@alu volume du plasma qui a la fois
vaporise et excite la particule, et qui est aussigeé par la fibre optique. Le concept de volume
d’analyseV a été introduit dans I'expression de la distribmiten loi de Poisson (cf. équation

[11-23, pagel21, voir aussi [83]).

0.14 - y = 9.2508x - 0.0109
0.12 R?=0.9952

0.1
0.08 A
0.06 A
0.04 A
0.02 A

0 T T T 1
0.00E+00 5.00E-03 1.00E-02 1.50E-02 2.00E-02

N: concentration particulaire (mm-3)

In(1-F)

figure I11-26 : Détermination du volume V statigtig)d’'observation des interactions plasma-partisyle(

La courbe de la figure 1llI-26 est linéaire. La pexe la courbe de tendance correspondante est
égale au volume&/ = 9,2 mnt. Cette valeur est du méme ordre de grandeur quelieme

macroscopique mesuré pour le plasma et égal a3

[11.6.3.2.4. Quantités de particules interagissant avec chaque

plasma

ConnaissanY¥, nous calculons les probabilités théoriques dration entre un plasma et une ou
des particule(s). L’équation IlI-21, page 120, exyr le cas général de la probabilR¢[84] qu'un
plasma interagisse avécparticules. Si k = 1, la probabilité théoriquentiractionP;du plasma
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avec une seule particule €3t=pxe™. Les probabilités théoriques €t R sont calculées avec les

conditions expérimentales et listées dans le taliéd 4 :

Nc : densité P, -
articulaire 1 . sl -
» P aprés W : nombre probabilité F:j probabilité| F probabilité Comparaison
N : Densité Fimpacteur de particules| (’interaction Interaction | expérimentale
particulaire des I'rt pel Joté dans le de type de type incluant tout
particules (\j/' rl:facte | volumeV du | plasma/partict plasma/une ol type
échantillonnées 4Y de u plasma le unique : p“_JS'eUYS d’interactions
(10° mm?®) concentratior] °PSETVeé : u particule(s) - | plasma/particy = | /e
de 10 H=V*Nc | B =ixe_u P=1-e" | le(s)en% !
(10°% mm?®)
15 150 0,14 0,12 0,13 12,0 1,02 1,09
10 100 0,09 0,09 0,09 8,0 1,07 1,12
70 0,07 0,06 0,06 4,7 1,32 1,36
30 0,03 0,03 0,03 2,0 1,37 1,39

tableau IlI-14 : Comparaison entre les taux thégget expérimentaux des rencontres plasma—pailggul

La comparaison entre les interactions théoriquestH? calculées et celles expérimentalement
constatées F est effectuée par les rappefsé® B/F, montre que #F est Iégérement plus proche
de 1 que FF que la majorité des interactions plasma—padi{g)l: chaque plasma interagit donc

préférentiellement avec une seule particule.

y = 0.0086x + 0.0026 ¢ Plinteraction plasma-une particule]
0.16 1 R? = 0.9997
® Pinteraction plasma-une ou

& y = 0.0079x + 0.0051 plusieurs particule(s)]
E 0.12 R? = 0.9986 & Plinteraction plasma-particule(s)
‘_g_ . expérimentale]

y = 0.0085x - 0.0078 s ) )
g . ) Linéaire (P[interaction plasma-
S % R®=0.9931 particule(s) expérimentale])
% E 0.08 4 Linéaire (P[interaction plasma-une
; '*g particule])
:‘3 o Linéaire (P[interaction plasma-une
é ou plusieurs particule(s)])
3  0.04 ~
©
o
e
o

O T T T 1
0 5 10 15 20
N: concentration particulaire (10 mm3)

figure 111-27 : Comparaison des taux de rencontesma/particule(s) théoriques et expérimentaux

Le bénéfice de cette observation réside dans lrédluennage par le plasma d’une seule particule,
évitant les interférences issues de I'analyse sanék de plusieurs entités. Le probleme apparait
guand les teneurs élémentaires d’'une seule parteoimt faibles et inférieures aux limites de

détection de la technique LIBS. L’agglomératiorptiesieurs particules pour augmenter la quantité
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de matiere analysée serait alors une solution goalyser davantage de matiere et donc détecter

les raies d’émissions.

111.6.3.2.5. Perspectives d’amélioration : déclenchement du tir

laser sur la particule

Des méthodes analytiques, telles que la fluorescemtuite par laser (LIF), mettent en ceuvre une
barriére optique qui détecte la présence de p&{guet déclenche le tir laser [117]. Un systéme
analogue a été envisagé dans le cadre de la ttegsndant sa mise en ceuvre complexe n'a pas été
rendu possible : maitrise de I'écoulement pourtposier la particule dans la section efficace de
mesure, gestion d’'une électronique de précisiofedébant par asservissement le laser, etc.).
Cependant, I'équipe de Hybt al. [85] a récemment couplé une chaine LIBS en avai dppareil
utilisant un principe de fluorescence en amont prieamiére méthode non destructive déclenche
alors le tir du laser pour générer un plasma suardtere particulaire ainsi localisée.

Des impacteurs aérodynamiques (cf. chapitre V) paent aussi de concentrer et focaliser des

particules diluées. [86]

[11.6.4. Prélévement et concentration d' aérosols par filtration

De nombreux travaux font état de I'analyse par LiSdépbts particulaires. Au CEB, une étude
conjointe a été effectuée pour caractériser lesaespélémentaires présentes dans des particules de
suies diesel prélevées par filtration en sortieli@pement moteur. Lombaettal [87] ont utilisé

des filtres pour concentrer les suies pendant deled connues. L'annexe IV résume ces résultats
obtenus avec notre dispositif LIBS lors d’une dodieation.

Cette méthode présente I'avantage de localisepdéecules, ainsi que d’augmenter les quantités
d’éléments a détecter (métaux, etc.) comme constats la partie précédente concernant la
probabilité qu'un plasma interagisse avec une ausi@lrs particules. Les applications sont
multiples : qualifications des particules toxiqyedsentes dans les gaines de filtration des masques
de respirations des fantassins ou d’abris, qudkitéair filtré dans une salle blanche, dans des
circuit d’air conditionné, etc.

Les inconvénients résident dans la durée de défsstgarticules (quelques minutes a plusieurs
heures selon les cas) pouvant apparaitre peu adap&détection d’alerte de particules toxiques
(quelgues minutes au maximum pour donner l'aleriZ). plus pour des particules toxiques

impactées, un risque de re-aérosolisation peutesx@'s de la manipulation des filtres.
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.7. CONCLUSIONS

Le chapitre a permis de qualifier et de calibrettdaehnique LIBS dans le cas des teneurs

élémentaires d’aérosols aqueux de taille micropdérselon les points suivants :

Contrble de la rencontre entre un plasma et une gudité étalonnée de matiere sous

forme de microgouttelettes calibrées en taille ethnecomposition multiélémentaire: les

particules aqueuses sont forcées a résider datesima pour y étre analysées par LIBS,

Limites de détection établies pour les éléments Chlg et Na de I'ordre du ppm, voir

de la dizaine _de pphk [loutil LIBS est qualifie¢ en tant que méthode dsage

multiélémentaire a des seuils voisins ou inféri@urgpm pour de nombreux éléments.

Reproductibilité de la mesure: la robustesse et I'échantillonnage par le plaparmettent

de classifier les microgouttelettes par traitenstatistique multivarie,

Fiabilité du diagnostic: la rapidité du diagnostic LIBS permet de muigples mesures et

donc de confirmer les résultats et rendre crédi@lablissement de base de données,

L’exploitation des nombreuses et riches donnéestigles par des méthodes statistiques
multivariées a permis d’établir les potentialitée dlétection et de discriminations
d’échantillons complexes tels les particules miditieentaires et micrométrique. La voie de
I'identification d’échantillons est ouverte a dassfde détection d’alerte de menaces chimiques
au sens large.

Un des objectifs du chapitre a également consistoupler la méthodologie LIBS a la
détection directe de particules d’aérosols deewithicrométriques. Les résultats montrent que
la détection est complexe et aléatoire a cause'ali@alde rencontre plasma-particule(s),
fonction de la concentration particulaire au vagie du plasma selon une loi de Poisson.
L’étude des probabilités montre des taux d’intecactfaibles (environ 10 % pour des
concentrations initiales d'ordre de 100 particule®’, échantillonnées sous forme de courant
linéaires). Les calculs montrent des interactior&fgentiellement entre un plasma et une
particule avec la gamme de concentrations partreulatilisées. Dans ce cas, des raies
d’émission sont détectées si les quantités élénnestaont compatibles avec les limites de
détection de la LIBS. Le recours a une concentmatire une agglomération de particules
semble nécessaire pour augmenter taux de renarguantités de matiere analysée.
Désormais, nous allons spécifier un aérosol pdidicu I'aérosol biologique et notamment

bactérien.

- 130 -



Chapitre IV - Analyse LIBS de milieux hétérogenapplications a la détection bactérienne

V. ANALYSE LIBS DE MILIEUX HETEROGENES : APPLICATIONS
A LA DETECTION BACTERIENNE

IV.1. MOTIVATIONS ET OBJECTIFS POUR LA DETECTION BACTERIENNE

Les bactéries sont les plus petits organismes tdvautonomes. Ces particules de tailles
micrométriques sont semblables a des édifices aqeéwcarbonés rassemblant des éléments
minéraux et organiques. De par leur morphologie m&so-organismes peuvent étre facilement
dispersés par voie aérienne ou contaminer unecsurfa

La méthodologie LIBS se propose d’identifier etrdibyser les bactéries sous forme particulaire ou
déposée. Etant données la diversité et la complekits entités composant le bruit de fond
biologique de I'atmosphere la méthode de détealienra étre basée sur la mesure de marqueurs

spectraux spécifiques et discriminants des bastéres objectifs de ce chapitre sont donc :

1. Rechercher des margueurs spectrauaccessibles par la méthode LIBS et spécifiques

d’échantillons bactériens,

2. Mettre en place des stratéqgies d’exploitation pemientes des marqueurs spectrau

détectés par LIBS de facon fiable et reproductibke.dessein final est de savoir si yne

détection ou une classification d’échantillons Baens parmi d’autres est possible.

U

3. Appréhender en laboratoire le traitement des difféents cas opérationnels ds

rencontres sur le terrain de la menace bactériennpar I'’étude de la sensibilité de lal
méthode LIBS: analyses des dép6ts de bactéries a I'état wdgatasporulé ; détection

directe en vol de bactéries sous forme aérosolisée.

IV.2. LE MONDE BACTERIOLOGIQUE

IV.2.1. Définition des bactéries

Les bactéries appartiennent a la classe des celtlites procaryotes, par opposition a celles
eucaryotes végétales (plantes et champignons)ieiakes. Elles se caractérisent par leur petite
taille (de l'ordre du micrometre contre environ dixicromeétres pour la moyenne des cellules
eucaryotes), mais aussi par leur structure paidieul(essentiellement I'absence de membrane

séparant le chromosome bactérien du cytoplasmejireinode de division. [88]
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La morphologie détaillée des bactéries ne fut Ba/é&ue grace au microscope électronique. A
cause de leur taille micrométrique, le pouvoir ésofution du microscope optique se révéla bien
trop faible. Les bactéries se distinguent des yiqus sont généralement de taille encore plusepetit
(inférieure a 100 nm), essentiellement par I'exisee en elles a la fois d’acide ribonucléique
(ARN) et d’acide désoxyribonucléique (ADN), alorsegles virus n’ont qu’un seul type d’acide
nucléique, et par le fait que les virus sont intdgm de réplication autonome. Contrairement aux
virus qui sont des parasites intracellulaires @bbges des cellules eucaryotes ou procaryotes, les
bactéries peuvent généralement se répliquer dassmiléeeux inertes indépendamment de la
présence de cellules vivantes.

La figure IV-1 schématise les caractéristiques gescaryotes qui possédent un contenu
(cytoplasme et organelles) et un contenant (mengbecgtoplasmique et paroi bactérienne). Cette
derniere est un constituant unique des bactéries.sDuctures extérieures aux membranes existent

aussi (capsule ou flagelles permettant aux bastéieese mouvaoir).

— Pili

_—— - Ribosomes
: Capsule
Cell wall
Plasma
membrane

Nucleoid —
region (DNA)

(a) ] . Flagella (b)

0.5 pm

figure IV-1 : Schéma et photographie par microseaectronique d'une bactérie — ici Bacillus— sous sa
forme végétative

La bactérie est dotée d'un métabolisme assurantfdestions vitales basiques (respiration,
nutrition, multiplication, etc.). Ce micro-organisminteragit continGment avec son milieu
environnant avec des échanges chimiques (eau ®tngakraux) et biochimiques (production

d’énergie, fabrication d’'une coque protectrice ag d’environnement critique, etc.)
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IV.2.2. Structures et morphologies des bactéries

La diversité du monde bactérien est essentiellerdart & I'extréme variété des fonctions
bactériennes plutét qu'a d'importantes différensesicturelles ou morphologiques. Comme
illustré sur la figure 1V-2, la cellule bactériencemporte, comme toute cellule vivante, un

génome, un cytoplasme et des enveloppes :

ADN chromosomique
(noyau bactérien)

Mesosome . Membrane
ADN plasmidique cytoplasmique
Granule de réserve

Pili (facultatif)

Membrane
interne

Peptidoglycane Capsule (facultative)

Membrane
externe

Ribosomes

Pilus sexuel

Flagelle (facultatif)

figure IV-2 : Schéma général d'une bactérie aveccsamstituants constants et optionnels selon laeat
I'environnement de la bactérie [89]

Une rapide description des composants structuesnbactéries est entreprise pour appréhender de

potentiels marqueurs spectraux utilisables a assdfianalyses spectroscopiques.

IvV.2.2.1. Le contenu cytoplasmique

Le cytoplasmede la cellule bactérienne est un hydrogel colloidecupant tout I'espace
intracellulaire. Il n’est pas séparé du chromosdaetérien, contrairement aux cellules eucaryotes
dont le cytoplasme est séparé du noyau par la nasmabnucléaire. Le liquide cytoplasmique
contient les substances de réserve nécessairasti@ité métabolique : amidon (glucides : C, H,
0), glycogéne, (glucides complexes), sels minérawx, et

Le génomebactérien est figuré par un filament d’acide dgsbonucléique (ADN) faisant office

de chromosome unique compog@&cides aminésconstitués par fonctions amines —NH.a

boucle d’ADN bactérien est pelotonnée a l'intérieur cytoplasme. Ce contenu est a la base du

codage et de I'expression des génes eux-mémeséathiour I'identification des bactéries par des
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meéthodes microbiologiques et génétiques compleseisaCtion et réplication des brins d’ADN,
lectures du réle des génes a des fins d’identifinaetc.).

Les vacuoles baignant dans le liquide cytoplasmique sont aégsciaux fonctions vitales
(métabolisme, respiration, etc.) des bactériesurté@hanges de protéines etrdaéraux avec
I'extérieur. Les bactéries, capables de survivdgpendamment de tout parasitisme intracellulaire,
sont tolérantes a de grandes variations de comtemirionique dans leur milieu et a des
changements de pression osmotique, grace aux sstéenrégulation exercés par la membrane

cytoplasmique et a la rigidité de la paroi. L’égué enions potassium et phosphoreessentiels

pour le métabolisme énergétique des bactériesmasitenu constant a l'intérieur de la cellule
bactérienne, indépendamment des concentrationsveslade ces ions dans le milieu de culture
[90] : nous verrons, par la suite, I'importanceagdte remarque d’'un point de vue analytique. La
plupart des bactéries tolerent des concentratioodénées deodium (de I'ordre de 0,9%), bien
gue cet élément ne soit indispensable qu’a la saoie de certaines bactéries dites halophiles.
C’est notamment le cas des bactéries adaptéesli@u miarin ou a d’autres biotopes d’eau salée,
qui sont exigeantes vis-a-vis du sodium et qui patvolérer des concentrations de sodium
atteignant 3%. Ces bactéries, soudainement tra@esfédans un milieu de faible concentration

ionique, seront lysées.

IV.2.2.2. La membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmiqueest une barriére critique séparant le cytoplasnee son

environnement. Sa structure est en double feudéehature phospholipidique (faible épaisseur :

7,5 nm) présentantine _région hydrophile contenant des groupements plphates et du

glycérol, etune région hydrophobe composés d’'acides gras a lares chaines carbonéefette

structure est associée a des enzymes. Les fonctien membrane cytoplasmique sont la
respiration (fabrication d’énergie via I'adénostriphosphate ou ATP) et le transfert de substances
entre le cytoplasme et I'extérieur. Tous les nugnitls pénetrent par cette membrane, inversement,
les déchets produits y sont transférés pour étexcuis vers l'extérieur. Les bactéries sont
généralement tolérantes a des variations de pté éngit 9, grace a la régulation exercée par leur

membrane cytoplasmique a I'encontre des laris
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CHg

c»«,—’n}:—cw;
CH, |
‘cuz o
o—P=0

|
0

|
CHy=CH—CH,

Hydrophilic heads’

Hydrophobic Yails’

(b)

(C))
figure V-3 : Description et structure en doubleifiets des phospholipides de membrane cytoplaseniga]

IV.2.2.3. Les différents types de parois bactériennes

La paroi enveloppe la cellule bactérienne et lui donneosaé caractéristique et sa rigidité en
la protégeant contre les variations de pressiorotigoe interne (de 5 a 20 atm). Le composant

principal de la paroi bactérienne est geptidoglycane lequel présente des déterminants

antigéniques majeurs de lipopolysaccharide (LP®).ptésence d’antigenes en surface des
parois est utilisée lors de procédés immunologigqaesplexes basés sur des réactions a bases
d’anticorps spécifiques a des fins de reconnaigsanc

i CH,0H CH OH -

O
u/ H
od.
OH "
H N H NH
5 e e
HF'%_G CHy CH,
N-acetylglucosamine — N-acetylmuramic acid

figure V-4 : Structure de la molécule de peptidoghe, constituant principal des parois bactérigfid@]

Le peptidoglycaneforme un réseau de macromolécules englobant tplagme de la bactérie (cf.

figure IV-4). Cette structure englobe un grand nmmbe cycles aromatiguespotentiellement

intéressant lors d’'analyses LIBS. Il est composéNeaceétylglucosamine (NAG) et d’acide N-
acétylmuramique (NAM) associés a des acides amibése structure de base de la paroi des
bactéries est indispensable a la division de |&biac Selon la nature de leur paroi, on distingue
types de bactéries selon la classification étgiaide test de Gram :
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La paroi des bactéries dites Gram positiveécf. figure 1V-5) est relativemergpaisse(20
a 80nm) et dense, pouvant atteindre 100 nm et geptér jusqu’'a 30 % du poids sec de la
cellule. Elle est composée, outre geptidoglycane a 90 % d’acide téichoique, les deux
constituants étant intimement liés. Les exemplebat®éries Gram « + » sont typiquement les
Bacillus et lesStaphylococcus
-
Acide N-acetylglucosamine
N-acetylmurmamiquc |
" . Peptidoglycane
A = 7 ; — Peptidoglycane ‘
2  # b B e .
a  |Acides // g ¥ = { |
80 aminés—— =¥ et ey v Membrane Membrane
#! y & cytoplasmique cytoplasmique
nm (membrane
e interne
‘e : f 3l Espace intracellulaire
v ikl ! 'F o fe g
Protéine de transport
figure IV-5 : Composition des deux types de pabaistériennes « Gram-positive » [90]
La paroi_des bactéries Gram négativesest plusmince (10 a 15 nm). La couche de

peptidoglycane n’excéde pas 20 nm et la paroi pesente guere plus de 10 a 15 % du poids
sec de la cellule bactérienne. L'exemple typiqueedlies bactéries e&scherichia coli La
distinction de structure de la paroi entre bactéeam positives et bactéries Gram négatives
est liee a I'existence chez ces derniéres d’unelmame externe dont la structure est analogue
a celle de la membrane cytoplasmiqglipopolysaccharidique (LPS) et lipoprotéique). Cette
membrane externe supplémentaire est remarquabidaypeésence de LPS, de protéines liées
entre elles par desations divalents tels que C&, Mg*".
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Polysaccharides = Espace extracellulaire
v
Protéines >~ | _—
porines T ot S R T E e g
i P I = Membrane externe )
= ] c il Peptidoglycane
- - . el i Membrane .
N : e ¢l ] = Rl
Lipide i 5 ; : T B r.._" ' ‘ externe —
_ . AT TR i i " . S
Lipoprotéine £l i i f — __
|| i . ’
Phospholipide i —Peptidoglycane ‘ !
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f F.0 0 Guw . L = Membrane
10 gl “ S =2 g:l_ - : Membrane  cytoplasmique
N . i B et —ecytoplasmique
a - (membrane
15

interne : :
o ) Espace intracellulaire

figure V-6 : Composition des deux types de pabaistériennes « Gram-négative » [90]

rir F ' *1’?!1/
i F! o o ) | R
A= i!jili. i

IV.2.2.4. Les enveloppes optionnelles et remarquables : eda d

spore bactérienne

Une enveloppe superficiellde nature protéique se trouve parfois a I'extérigel la paroi des
bactéries. Plus généralement et parfois spécifignéntertaines espéces bactériennes élaborent

une volumineuseapsulede nature polysaccharidique (gfore de la figure 1V-7).
i i‘gﬂ " JM-’; e :

EX Gt
+—> —>
0,5 pm 0,5 um

figure IV-7 : Spore d®acillus anthracisous
microscope électronique. CRibosomes, N
protoplasma et nucloide, CWparoi sporale, CX
cortex fait de peptidoglycane, Santeau protéique
riche en ponts disulfures, EXexospore lipoprotéique
contenant 20% d’hydrates de carbone [88]

figure IV-8 : Clostrium pectinovorurdmergeant de
la spore en germination (cliché établi par
microscopie électronique) [88]

Cette capsule explique la virulence des bactérigaeifrophilus influenzaeStreptococcus
pneumaniagKlebsiella pneumoniae, Bacillus anthragovoquant la maladie du charbon) ou
bien alors est source de formation de « biofiimstels queStaphylococcus epidermis trés
résistant aux tentatives de décontamination.
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Son role est de protéger la bactérie contre la ghagse et contre les agents physiques et
chimiques (ultra sons, chaleur, radiations, tempession, etc.). La sporulation est une
caractéristique de certaines bactéries tels quBdeslus. Cette faculté leur permet de survivre de
nombreuses années faces a des conditions sévéeasesxet favorise leur dissémination.

=y

Hcoc/“‘-\;n/jxwoh

La capsule est majoritairement composexcidie dipicoliniqgue comptant jusqu'a 15%

du poids sec de la bactérie. Cet acide est compdexiés ionscalcium Ca”', cela explique
'importante résistance des spores a la chaleumpriéaence importante de calcium et de cycles
aromatiques précurseurs de rdids est potentiellement d’intérét en tant que margsiepectraux
en LIBS. Comme indiqué par la lIégende de la figiM€’, cette paroi contient également des
peptidoglycanes et des minéraux remarquables cothmsoufre. A titre indicatif, cet artifice
protecteur va leur permettre de résister a desittonsl de températures relativement élevées et a
un certain nombre d’agents létaux. Par conséquentprocédé de stérilisation de milieux de
cultures utilisé en laboratoire est I'autoclave. ffecédé va chauffer le systeme a plus de 120°C
pour tuer ces endospores car I'eau bouillante @pae suffit pas pour toutes les désactiver.
La forme sporulée est la forme dite passive etraotde des bactéries qui redeviennent actives
et végétatives par germination (cf. figure IV-8jsigue les conditions ambiantes — température

adéquate, présence de nutriments, etc. — sontafalest

IV.2.3. Compositions éémentaires et moléculaires des bactéries

Les parties précédentes illustrent que les basté&imt globalement assimilables a des entités
agueuses et carbonées contenant des éléments umirggrarganiques souvent a I'état de traces
[91]. Une analogie est alors directement faite alescparticules de taille micrométrique et de
composition multiélémentaire étudiées dans le ¢haprécédent.

La structure des bactéries précédemment décrités &mévidence la présence d’éléments et de
molécules potentiellement utilisables en tant gaegueurs spectraux détectables par la méthode
LIBS. La composition chimique des micro-organismésst pratiquement jamais déterminée de
maniére précise. En particulier, au niveau des égsnminéraux, la composition est éminemment
variable selon les conditions ambiantes variabdesitre d’exemples, le tableau V-1 définit la
composition d’'une bactérie telle discherichia coli
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% du o i 0 &
Macromolécules poids Eléments % dseérghanere Eléments % dseé::nhaetlere
sec
Protéines 40-70 Carbone 53 Magnésium 0,1-0,5
Acides nucléiques (de 'ADN, de
I'ARN, des monoméres de nucléotides, 13-34 Oxygene 20 Sodium 0,5-1,0
acides aminés, etc.)
Lipides 10-15 Azote 12 Calcium 0,01-1,1
Hydrogéne 7 Fer 0,02-0,2
Phosphore 2-3 Cuivre 0,01-0,2
Soufre 0,2-1,0 Manganése 0,001-0,01
Potassium 1,0-4,5

tableau V-1 : Composition massique de la matiéahe d’une bactérigscherichia cold’apres [92]

La majorité de la masse des cellules vivantes@sitituée de quatre atomesarbone, oxygene,
hydrogene et azote D’autres atomes sont quantitativement moins nembr mais
fonctionnellement trés importantsphosphore, calcium, magnésium, soufre, fer, zinc,
manganese, cuivre, molybdéne et cobalt

L'eau H,0 représente la grande majorité de la masse d'uckerd@: de70 a 90 % Le reste est
constitué par les macromolécules, surtout les presé

L’activité métabolique est assurée par de multiglebanges en particulier par I'intermédiaire

d’ions tels que ceux listés dans le tableau IV-2 :

lon Fonction

K* Cation principal, cofacteur de certains enzymes
NH** Forme inorganique principale de N lors de somaitaion
Mg** Cofacteur d’'un grand nombre d’enzymes

ca’ Cofacteur de certains enzymes

Fe* Présent dans les cytochromes et autres enzymes
Mn%* Cofacteur de plusieurs enzymes
Mo?* Présent dans plusieurs enzymes, responsablessaritation de N
Cco* Présent dans la vitamine B12 et les coenzymesmdérivent
cu* Présent dans plusieurs enzymes

zn* Présent dans plusieurs enzymes

cr Non requis par de nombreuses bactéries
Slo%s Source principale de S dans la plupart des milieux
PO Participe a de nombreuses réactions métaboliques

tableau IV-2 : lons inorganiques présents danscehiele bactérienne croissant en milieu minimag&rcose et
fonctions associées d’'apres [93]

Ces données représentent une base de choix d'émcterisis comme potentiels marqueurs de

matériel biologiques comme les bactéries.
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IV.24. Stratégies envisagées pour |'analyse d'un systéme doublement
hétérogéne

L’inventaire des entités structurant les bactépiesnet d’appréhender les stratégies a adopter pour

analyser ces objets biologiques par la technig@&SLI

Capsule optionnelle Cytoplasme gel
acide dipicolinique aqueux, amidon
complexé a C4, (glucides : C, H, O),

groupes
polysaccharidiques

glycogéene (glucide
complexe), sels

=T minéraux dissous (Na,
l\ M ) K,bP, ;..),;hil:lgi
Paroi : groupements ~ o - 4\ carbmees de
lipopolysaccharidiques, R
protéines liées par ;
cations divalents (G4 CytOElasmlql_ue_dgroupes
Mg phospholipidiques

Bactéries avec ses composeés elémentaires et moldices
présents dans des contenants et des contenus

I

Environnement : matrice surfacique, atmosphere, irgrférents

figure IV-9 : Synoptique du systeme doublement fogténe a considérer dans le cadre de I'expertiskIB&
d’'un ensemble bactérien — édifice aqueux et carbompartimenté selon des contenants (parois, eajpsule) et
des contenus (éléments du cytoplasme, etc.) —nirdaas un environnement (atmosphere, surface, etc.

Finalement, I'analyse par LIBS d’une ou plusieurs lctéries est assimilable a I'expertise pa]r

plasma d’un systéme doublement hétérogene

1. Nécessité de distinquer la ou les bactéries par raprt & son environnement immédiat

Que la bactérie soit en suspension dans I'atmosph@rdéposée en surface, le plasma devra

vaporiser et exciter sélectivement la bactériegsgmtant I'échantillon d’intérét.

S

2. Nécessité d’analyser les différents constituants dé bactérie Le plasma devr;

s’affranchir idéalement du « flacon » représenté Ipa parois externes de la bactérie ppur
également vaporiser et exciter les éléments dyptagme lesquels constituent des marqueurs

spectraux potentiellement spécifiques.

Le succes face a tel challenge analytique nécas$sitiapter la LIBS pour coupler chaque plasma
induit a l'analyse sélective d’'une ou plusieurs tbaes présentes dans son environnement

(suspension atmosphérique, amas surfacique). Degylee le plasma analyse effectivement les
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divers composants du milieu bactérien, I'emplointigrqueur spectraux discriminatoires est alors

nécessaire a des fins de détection, voire de fitzgsin.

IV.3. BILAN MATIERE D 'UNE BACTERIE ET FAISABILITE DE SON ANALYSE PAR LIBS

IV.3.1. Choix d'un modéle géométrique

Considérons une particule biologigue comme unetéemrésente dans I'environnement
ambiant. Comme illustrée sur la figure IV-10, uretigule d’aérosol biologique — par exemple
une spore dBacillus— peut étre assimilée a un cylindre de 2,5 pmadg &vec un diametre 1
um. Le calcul du volum& équivaut & enviro? um®, soit une massm d’environ2 pg en
considérant une densitéproche de celle de I'eau (d = 1 g:&mnLe modéle cylindrique peut

€galement étre substitué par une sphére.

Structure d’une bactérie unique Modele bactérien cylindrique Sphére équivalent
: Rsph.
osomes N 2,5 um
A4 = Rcapsule u h
@ Cell wall "
- Plasma X
, region (DRA)
(a) Flagella (b) /
1pum — o v
V= xRZXh—4x xR3
=T - 5 mn Sphéquiv.

figure 1V-10 : Modélisation de bactéries de typecillussous la forme d’un cylindre et de sa sphére étprina
de dimensions micrométriques

IV.3.2. Composition élémentaire du modéle

Les données issues de la microbiologie et de laébalmgie permettent d’approcher la
composition d’'une particule biologique en termesrdies de grandeurs des teneurs en éléments.
Le tableau 1V-3 informe sur la composition en mas&iémentaires relatives pour divers aérosols
biologiques représentatifs du bruit de fond atmésplue. Ces particules d’aérosol apparaissent
comme des structures multiélémentaires.

Le tableau IV-3 met a priori en évidence la compimsiélémentaire singuliere des bactéries par

rapport aux spores fongiques. Les éléments coastitles bactéries apparaissent toujours en
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guantités différentes (cf. rapports différents el comparaison des teneurs élémentaires pour les

spores.
Eléments en % d¢g Trois souches Spores fongiques
la masse totale | différentes ddacillus Teneur typiques de certains | _ Teneur | papnort
d’une cellule globigii élémentaire végétaux €lémentair| o niite
L e moyenne| .
bactérienne de moyenne en en % pour élément
référenceBacillus | BG-1 | BG-2 | BG-3 | % pour les | Avoine | Blé Malis s e bactérie
globigii : masse trois BG spores | BG/spore
unitaire=2 pg % % % % % %
Ca 1,160 1,080 10,2} 4,150 0,160 0,015 0,12¢ 0,098 42,2
Mg 0,300 0,370 2,80(¢ 1,157 0,200 0,094 0,19¢ 0,161 7,2
Na 0,450 0,380 5,82( 2,217 0,013 0,011 0,01} 0,014 162,2
K 0,490 0,490 0,680 0,553 1,600 2,240 1,63( 1,823 0,3
Fe 0,670 0,570 0,00 0,416 0,025 0,003 0,00¢ 0,012 34,7
P 2,300 2,320 8,52( 4,380 0,440 0,410 0,58{( 0,477 9,2
Mn 0,008 0,012 0,10( 0,040 0,006 0,002 0,004 0,004 10

tableau IV-3 : Composition élémentaire de la matjgour 3 especes @acillus globigii(notées BG-1, BG-2 et
BG-3) et pour 3 exemples d'interférents biologig(smores fongiques végétales)

IV.3.3. Comparaison teneurs élémentaires d’'une bactérie et limites de détection
delaLIBS

Bien que les conditions de culture et de consematies bactéries influent directement sur les
teneurs élémentaires des bactéries lesquellesdesnbrganismes vivant en équilibre avec leur
environnement externe, il est raisonnable d’estitasrteneurs élémentaires depuis ces données
issues de la littérature. Une particule uniqueBaeillus globigii est ainsi assimilée au cylindre
aqueux précédent de volumé= 2um® et de massen= 2pgvec I'hypothése d'une densité
unitaire. Les pourcentages massiques des éléemantsbtbau IV-3 permettent le calcul de leurs
masses absolues. Le tableau IV-4 liste la composithassique absolue pour trois cellules
individuelles deBacillus

Le tableau V-4 permet une ébauche de comparaissrpéerformances analytiques de la LIBS en
terme de limites de détection élémentaires négessgour doser les teneurs des atomes
constituant une bactérie. Une particule d’aérosatdrien contient classiquement des éléments en
quantité présentant des ordres de grandeur typiuésmtogramme (I8 g). Hormis le calcium,
dans certains cas et selon la nature de la badgsiémites de détection pour le magnésium et le

sodium apparaissent supérieures aux teneurs élamesnd’'une bactérie.
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s . . . Sensibilité o,
4 nsibilit e
Eléments Mas_ses €lémentaires en fg Ei@)”et quar_1t|tes obtenue avec S? S b. € Sensibilité
atomiques par cm-3 de volume d’échantillonna ; - | déterminée 2 g
de la . ) | notre dispositif déterminée par
- pour une particule de 2 pg : exemples pour 3 par Hahret
matiere souches d8acillus globigii L2 Ul al [94] sur Ayal et el oL
seche globig aérosols aqueu articules sur particules
d’'une de type anérosols d’aérosols, en fg
bactérie BG-1 BG-2 BG-3 microgouttelette en fg ' (critere )
s, en fg
23,2 fg 21,2 fg 204,2 fg 11fg 0,5fg 30
Ca 3,5.10° atomes | 3,2.10°atomes | 3,1.10°atomes | 1,6.10" atomes
64.10° 6,0.10%° 5,6.10™ 3,0.10°
atomes.cm atomes.cm atomes.cm atomes.cm™
6,0 fg 7,4 fg 56,0 fg 20,5 fg 1,2fg 20
M 1,5.10% atomes 1,8.10% atomes 1,4.10° atomes | 5,1.10° atomes
9 2,7.10"° 3,4.10'° 2,5.10" 9,3.10%
atomes.cm atomes.cm atomes.cm atomes.cm™
9,0 fg 7,6fg 116,4 fg 81,9 fg 3,3fg 100
Na 2,4.10% atomes | 2,0.10° atomes | 3,1.10° atomes | 2,1.10° atomes
4,3.10" 3,7.10"° 5,6.10" 3,9.10"
atomes.cm atomes.cm atomes.cm atomes.cm™
9,88 fg 9,88 fg 13é6 fg N
1,5.10° atomes 1,5.10° atomes 2,1.10° atomes ) .. on 2 -
K 578.10% 5 78.10% 3.86.10° Non déterminée| déterminée Non déterminée
atomes.cm™ atomes.cm™ atomes.cm™
134fg 114fg 0,2 fg \
1,4.10° atomes 1,2.10° atomes 1,9.10° atomes ) .. on 2 -
Fe 2.66.10° 2.26.10%° 3.57.10° Non déterminée| ST Non déterminée
atomes.cm™ atomes.cm™ atomes.cm™
46,0 fg 46,4 fg 170,0fg \
8,9.10° atomes 9,0.10° atomes 3,3.10° atomes z g on L .,
P 1.65.10" 1.66.10" 6.10.10% Non déterminée| ST Non déterminée
atomes.cm™ atomes.cm™ atomes.cm™
0,62 fg 0,62 fg 2,70 fg N
1,7.10° atomes 2,6.10° atomes 2,2.10" atomes . P on Z B2
Mn 3,23.10° 4.84.10° 4.04.10° Non déterminée déterminée Non déterminée
atomes.cm™ atomes.cm™ atomes.cm™

tableau IV-4 : Masses élémentaires des composésanix contenues dans une seule bactérie de madeeaéjpg :
valeurs pour trois différentes particulesBieillus globigii(BG-1, BG-2 et BG-3) — Comparaison entre les n&asse
élémentaires de Ca, Mg et Na présents dans unérteaBG et les limites de détection de référencklBS pour les

mémes éléments contenus dans des particules ealibténalysées par LIBS.

Notre dispositif a été optimisé en termes de limmde détection pour les éléments Ca, Mg et Na. A

titre de comparaison, les performances analytigeesotre méthodologie LIBS (régime monopulse

nanoseconde) sont évaluées par rapport a celleshildiographie.

Les équipes de Hahet al [94], ainsi qu’Hyblet al [101] ont publié des limites de détection pour

les éléments Ca, Mg et Na contenus dans des pesgtiadiaérosols solides calibrées en

compositions et analysées dans de l'air davantagéépque dans nos expériences. Dans les deux

publications, les particules sont suspendues daméacteur étanche contenant uniguement de l'air

reconstitué sec (80%,Net 20% Q). Dans notre cas, le jet linéaire de microgouttelest généré

dans un courant d’'air purifié mais se mélangeaet dlair ambiant car aucune cellule étanche

n'est utilisée, d’'ou la participation du bruit denfl atmosphérique ambiant. Notre systeme apparait
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moins sensible que celui de Haleh al. Cependant les échantillons sont analysés dans des
conditions approchant davantage le cas opératiganalyse en présence d’air ambiant).

Pour appréhender la sensibilité nécessaire poectdétles teneurs élémentaires constituant une
seule bactérie, les masses absolues du tableapf¥séntes dans chaque bactérie assimilable a un
édifice aqueux de volum& = 2um’® =200"°dm® sont converties en concentrations relatives
exprimées en mg.dfhou ppm selon I'équation V-1 :

m, (mg)
102 xV, .. (dm®)

[X](ppmoumg.dm?®) = équation IV-1

bactérie

En assimilant une bactérie a un édifice aqueuxaliegme V, la quantité de molécules®dans V
est obtenue selon I'équation IV-2 :

— mbactérie N _ dHZO [Vbactérie N

— 0 2 , .
r]HZO M Avogadro — M— Avogadro — 6’7 L_lol HZO par bactérie équation 1V-2
H,0 H,0

Chaque molécule # contenant 3 atomes, environ 2'1@tomes composent I'édifice aqueux
modélisant une bactérie. Les quantités élémentéfas Mg, Na, etc.) sont alors obtenues en
convertissant les concentrations exprimeées en ghon $€quation 1V-3 pour tout élément X :

_ [XI(ppm)

X T H,0 équation 1V-3

Les teneurs élémentaires obtenues sont comparéeslew limites de détections exprimées en
guantités d'atomes par volume élémentaire de plasimataille millimétrigue (volume de
reférence : Wasma = 5,43 mm, cf. page 95). Le tableau IV-5 liste méthodiquemen

successivement le résultat des conversions pogtdegents Ca, Mg et Na.
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© (<1) : sensibilité élémentaire de la LIBS Limirtjlz t?\f’;;'(;’:s et
. compatible avec une seule bactérie o
Elément | @ (1) : sensibilité élémentaire de la LIBS| ©C1 BG-2 BG3 | détection obtenues
incompatible avec une seule bactérie avec nourgs ISpositi
Masse dans une bactérie (fg) 23,2 21,2 204,2 1,1
Quanu\te de (;a} .d,une bactérie par 211 19,3 185.6
rapport a sensibilité en Ca de la LIBS
Ca Concentration relative (mg.dfrou ppm) | 11600 10600 102100 @@@

Quantité d’atomes Ca par bactérie | 2,331 2,21318 2,05 1d°
Quantité d’atomes Ca en mnt de

volume élémentaire de plasmade | 4,291 3,921 3,77 10 2,010
référence (Vyasma=5,43mnt)
Masse dans une bactérie (fg) 6 7,4 56 20,5

Quantité de Mg d'une bactérie par
rapport a sensibilité en Mg de la LIBS

Mg Concentration relative (mg.dfrou ppm) 3000 3700 28000 ®®©

Quantité d’atomes Mg par bactérie | 6,021¢ 7,4216 5,62 18
Quantité d’atomes Mg en mn?® de

0,3 0,4 2,7

volume élémentaire de plasmade | 1,111 1,371 10310 3,810
référence
Masse dans une bactérie (fg) 9 7.6 116,4 81,9

Quantité de Na d’'une bactérie par
rapport a sensibilité en Na de la LIBS

Concentration relative (mg.dfrou ppm) 4500 3800 58200 @@@

0,1 0,1 1,4

Na
Quantité d’atomes Na par bactérie | 9,0316 7,6316 1,17 1d°
Quantité d’atomes Na en mn¥ de
volume élémentaire de plasma de 1,661 14018 2,1516 1,5 16
référence
Masse dans une bactérie (fg) 9,8 9,8 13,6
Concentration relative (mg.dfrou ppm) 4900 4900 6800 )
K Quantité d’atomes K par bactérie 98810 19,8316 1,36 16 Non déterminées
Quantité d’atodmes Ken mﬁd(? yolume élémentairg 1,81 16 1,81 16 25116
e plasma de référence
Masse dans une bactérie (fg) 13,4 11,4 0,2
Concentration relative (mg.dfrou ppm) 6700 5700 100
Fe Quantité d’atomes Fe par bactérie 13210 11,1416 2,01 10 Non déterminées
ngmwté d'a_tf)mes Fe en m”ml?vg!ume 2.48 16 21116 370 16
élémentaire de plasma de référence
Masse dans une bactérie (fg) 46 46,4 170
Concentration relative (mg.dfrou ppm) 23000 23200 85000 )
P Quantité d’atomes P par bactérie 46210 46610 1,71 16° Non déterminées
Quantité d’atodmes P en m”mlg \{olume élémentairg 850 16 857 16 31416
e plasma de référence
Masse dans une bactérie (fg) 0,2 0,2 2
Concentration relative (mg.dfrou ppm) 100 100 1000
Mn Quantité d’atomes Mn par bactérie 20110 2,0110 2,01168 Non déterminees
Quantité d’atomes Mn en mide volume 3.70 16 3.70 16 3.70 16

élémentaire de plasma de référence

tableau IV-5 : Comparaison des teneurs élément@@sMg et Na notamment) typiquement présentes dae
seule bactérie de tyf@acillusavec les performances analytiques de notre baériexental LIBS
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Le tableau IV-5 indique que les teneurs en élémentontenues dans une seule bactérie (modele
Bacillusici) sont toujours supérieures a la sensibilitdadeIBS pour I'élément Ca. Au contraire,
concernant les élémentslg et Na pour certains échantillons bactériens individudkss
performances analytigues de la LIBS pourraient &ireblématiques car insuffisantes en
sensibilité. Les autres éléments, e, P etMn) n'ont pas été étalonnés. Cependant, étant données
gue les limites de détections de ces élémentstgpiguement de I'ordre du ppm en LIBS, nous
pouvons formuler I'hypothése que globalement lahméblogie LIBS — du moins dans le régime
monopulse nanoseconde considéré — présente désslide détection trés proches, voire parfois
insuffisantes pour détecter les teneurs de cer&dé@ments présents dans une seule bactérie comme

le résume la figure 1V-11 powacillus globigii:

3
10, 8% quantité de bactéries BG-1 détectables

g 9 21,1 quantité de bactéries BG-2 détectables
E ‘% 8 19.3 guantité de bactéries BG-3 détectables
@ > i

S
% ‘» Limites de détection élémentaire en LIBS
L5 7
8 O
g5
(&] -
28
\m g
o8 57 _—
o E Sensibilité o
T £ 4 Sensibilité relative de sensibilite
g E relative de la LIBS en relative de
23 3 la LIBS en Mg la LIBS en
S Ca Na

o 2 4
£3 ' ' '
(%; 1] - il ___lool

0 T T |
calcium magnésium sodium
nature de I'élément

figure IV-11 : Histogramme comparant les teneurstmes Ca, Mg et Na composant une bactérie ucigue
Bacillus globigiide types BG-1, BG-2 et BG-3 présentes dans umplae volume de référence par rapport
aux limites de détection exprimées en quantitéod’'®s de Ca, Mg et Na présentes dans ce méme plasma

A priori, cette lacune en sensibilité doit étreenprétée comme une nécessité d’accumuler ou
d’agglomérer si possible plusieurs bactéries dans/dlume du plasma pour augmenter les
guantités de matiéres analysées et donc amplerdies de marqueurs spectraux potentiels. Des
procédés de filtration de bactéries initialemergpgmdues et prélevées dans l'air ou alors des
cultures bactériennes peuvent a priori permet@@ghhenter les quantités de matériau bactérien a

analyser.
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IV.4. MISE AU POINT DE L'ANALYSE LIBS SUR DES MATERIAUX BACTERIENS

IV.4.1. Stratégie de développement d'une analyse L IBS représentative et adaptée

aux bactéries

Nous venons d’appréhender les potentialités anaigd de la méthodologie LIBS considérée
en régime monopulse nanoseconde. Les limites @etiets pourraient a priori étre au niveau
voire inférieures aux teneurs élémentaires d’'undesbactérie. Ce constat préalable permet
d’'orienter la mise au point de l'analyse LIBS paendre représentative la détection des

marqueurs de matériaux bactériens. La stratégipt@eoepose sur deux étapes :

1. La recherche de marqueurs spectraux sur des quanés importantes et homogeéenes de

matériaux bactériens(bactéries lyophilisées sous forme de pastilles)

2. La mise a I'épreuve de ces marqueurs spectraux paigels sur des échantillons

davantage dilués en quantité de matiere de facon @aiter, a terme, différents cas

opérationnels(analyse de cultures bactériennes sur géloseysandé suspensions de bactéfies

aerosolisées)

IV.4.2. Recherche de marqueurs élémentaires de matériaux biologiques

La méthodologie LIBS est fondamentalement une feciken de spectroscopie d’émission
atomique. L'analyse des bactéries par celle-ci eigt plonc qu’essentiellement étre basée sur les

composeés élémentaires de ces échantillons biolegiqu

IvV.4.2.1. Approches bibliographiques d’analyses par LIBS de

matériaux biologigues sous forme massive

> Morel et al (2003) [95]: recherche de marqueurs biologiques igstriminants et

spécifigues d’'un ensemble de bactéries par rappo# deux types de pollensLa LIBS

est employée pour analyser des pastilles homogeorgenant chacune un type connu de
bactérie ou de pollen. Déséments minéraux (Ca, Na, Mg, Fe et Kgtorganigues (C,
H, O, N, P) ainsi que defragments moléculaires (CN et G) spécifiques des matériaux

bactériens ont été détectés. Un observable repiibuet sélectif basé sur des rapports

cumulés d’intensités de raies du carbone par ra@pophosphore permet la classification
de six bactéries différentes et de deux pollendsogae soient le milieu de culture ou la

souche.
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Ces reésultats effectués au CEB sont représentdieliganent dans ce rapport. Comme
initialement suggérés a partir de I'étude sur E@osols aqueux du chapitre précédent, les
données spectrales sont exploitées de nouveauegamdthodes statistiques multivariées
pour exacerber la richesse des informations spestrdisponibles a des fins de

classifications des échantillons.

Miziolek et al (2003) [96]: analyse de 3 souches dacillus et d'interférents

atmosphériques (pollens, poussiéres, etc.) sous fer de dépdts sur des membranes

d’argent. Les données LIBS (raies détectéesCde Na, Mg, Fe, K C, H, O et N) sont

exploitées par des méthodes statistiques pour enettr évidence la richesse des
informations spectrales et permettre une premikssidication des échantillons selon leur

nature.

Kim et al 2004 [97]: analyse de souches bactériennes baste raies Ca et

phosphore Kim et al étudient la composition effa et en groupements fonctionnels
phosphate d’'un ensemble de bactérieBaCillus thurengiensisT34, Escherichia coli
IHII/Pht315, Bacillus subtilis 168, Bacillus megateriumQM B1551, et Bacillus
megateriumPV361) a I'état végétatif (1 jour de culture) paisétat de spores (5 jours de
culture).

Lorsque les bactéries prennent la forme de spefles absorbent alors une quantité plus
importante de calcium qui réagit avec l'acide dpiique. Cette substance confére aux
bactéries une bonne protection face a I'environmgn@e phénomeéne est observé par Kim
sur la distribution des intensités des raies dciwal (393,7 et 396,9 nm) effectivement plus
intenses pour les bactéries sous forme de spores.

L’observation de I'évolution de l'intensité deseasidu phosphore (588,1 et 588,7 nm) lors
du passage de la bactérie de I'état vegétatiftatlae spore permet de considérer les raies
du phosphore comme marqueurs pour des analysegsules. Cette étude montre que I'on
peut distinguer différentes espéces de bactérlen $&s éléments qu’elles absorbent dans
leur milieu. La classification, par un diagrammedetux dimensions avec comme variables
les raies normalisées les plus intenses du cale@uwniu phosphore des cing souches de
bactéries, démontre que la LIBS a le potentieldiidier les bactéries avec un minimum

de préparation.

Snidder et al (2006) [98] : stratégie d’échantillonnage par impetion de bactéries

selon leurs diameétres aérodynamiques et traitemerdu signal Les dépodts bactériens
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homogenes sont analysés par LIBS. Les élémentstégtsont a posteriori représentatifs

des composants de base des bactéfieS€a, Na, Mg et K

Baudelet et al (2006) [99] utilisent des ablations en régime feim$econde pour

analyser des bactéried=scherichia coli (Gram négative) et Bacillus subtilis (Gram

positive) agglomérées sur_des filtres de nitrate deellulose Par rapport au régime

d’ablation par un laser nanoseconde, la détectasntihices élémentaireS, (Mg, CN, Ca,

C,, Na, H, K) est améliorée. Les raigSN intramoléculaires sont davantage mises en

évidence par rapport au régime laser classiqusarit une pulse laser nanoseconde.

IV.4.2.2. Approches bibliographiques d'analyses par LIBS

d’'aérosols bactériens

Boiten et al (2003) [100] analysent par LIBS des grains de pelhs isolés Des
éléments minéraukCa, Na, Mg, Fe et K)et organiquegC, H, O, N) propres au pollen

sont détectés. L'analyse par spectroscopie Ramaerdmémes échantillons est effectuée a
des fins de comparaison et d’amélioration de lasif@ation des différents échantillons.

Hybl et al (2003) [101] analysent par LIBS des nuages concedgt bactériens

(spores deBacillus et de champignon) et les classent par analyse eongposantes

principales (ACP) des raies détectéed 'adéquation de la sensibilité de la LIBS pour

'analyse des teneurs élémentairbgy( Ca et Na) contenues dans une seule particule est

également démontrée.

Dixon et al (2005) [102] illustrent la faisabilité de la détemon par LIBS d’aérosols

bactériens Des particules bactérienndza€illus) isolées sont détectées. Des critiques sont
lancées sur les limites discriminatoires de la Lig#ir identifier exactement la présence
anormale d’une menace biologique : peu de margusestraux seraient accessibl€s (
etNa), ce qui semble cohérent a posteriori avec nageudsion sur le bilan matiére d’'une

bactérie et le couplage de la LIBS, cf. partie I¥.Bartir de la page 141.

Hybl et al (2006) [85] couplent la méthode LIBS (analyse éléntaire) avec la LIF

(Laser-induced fluorescence ou détection de la fluescence induit par laser sur un

échantillon vivant) pour hausser le pouvoir de disgtmination. De bons résultats sont
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présentés. Quelques problemes de détection peavposteriori étre lies a I’hygrométrie

des particules.

Les publications et nos études préliminaires laissentrevoir la présence de plusieyirs

marqueurs spectraux potentielsinéraux (Ca, Na, Mg, Fe et K)organiques (C, H, O, N,

P), ainsi que defagments moléculaires (CN et G)

IV.4.3. Validation des choix d'identification d'agents biologiques sur

bactéries et pollens compressés : ouverture du flacon bactérien et analyse

des vacuoles
IV.4.3.1. Listes des modeles bactériens choisis
Bactéries
non
identifiées Bacillus
28% 31%
BACTERIES,
dont Escherichia,
Staphylococcus,
Thermoproteus,
Pseudomas
21% Autres
20%

figure 1V-12 : Composition en espéces microbierae$air
Compte tenu de la composition de I'air ambiant gpéees bactériennes, nous avons opté pour
'analyse préférentielle d’'un type de BacilluBacillus globigii L’étude porte également sur

Bacillus thurengiensj€Escherichia coliProteus mirabilis Staphylococcus aureus
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AGENTS SIMULANT NOTATION REFERENCE DE LA CLAS%ELC\:IG‘HON
PATHOGENES AGENTS SOUCHE UTILISEE CORRESPONDANTE
Bacillus globigii BG-1 CEB 93/0029
(souche n°1)
Bacillus globigii DERA Porton Down
: , (souche n°2) BG-2 « Spywood » -
Bacillus anthracis positive
Bacillus BT CEB 97/0027
thurengiensis
Bacillus atropheus BA CEB A1-C99
Yersinia pestis Escherichia coli EC CEB D2001 négative
Staphylococcus | Staphylococcus SA CEB-Bégin 00/114 positive
epidermis aureus
Proteus mirabilis Proteus mirabilis PM CEB-Bégin 00/116 négative
Néant : présent Macrococeus
dans le bruit de . X ME CEB 03/0261 positive
o equipercicus
fond atmosphérique

tableau IV-6 : Principaux agents pathogénes etmisgas simulants correspondants. La classificatotype
Gram positive et négative est indiquée pour chadesebactéries a des fins d’appréhension du typade —
épaisse ou fine — considérée. Une bactérie natunelit présente dans I'air ambiant est égalemeidénée.

Nota bene Bacillus globigii= Bacillus atropheuslans la nomenclature internationale

IV.4.3.2. Bactéries lyophilisées et compressées sous forme de

pastilles homogénes

Les analyses préliminaires destinées a recherebenarqueurs spectraux ont été effectuées sur

des pastilles de bactéries lyophilisées fabriggétm les étapes suivantes :

» Croissance bactérienne pendant 24 heures dans unepension liguide nutritive,

» Centrifugation de la suspension, lavages succesdiiss bactéries pour 6ter le milieu de

cultures,

» Lyophilisation des amas _bactériens centrifugéésublimation basse température et sous

vide),

> Pastillage des lyophilisats sous forme d’amas cirtaire et plan de diameétre 13 mm

Une presse sous vide est utilisée pour fabriqueipdstilles a partir de la poudre obtenue apres
lyophilisation (cf. figure IV-13). La pression ajgpiée est de 375 MPa pendant 5 minutes puis
750 MPa pendant 10 minutes.

Les pastilles constituent un support facilemerisatble dans le cadre de notre montage LIBS.

Cependant, il n'est pas trés bien adapté a l'apalge particules biologiques dans
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'environnement : le temps de préparation des édltars est de quelques jours, durée tres
longue en comparaison avec la rapidité d’analysk aeéthode LIBS. Nous verrons plus tard

'avantage de développer cette technique verslyaeraen temps réel d’aérosol.

Cependant, les pastilles sont composées intégratediene méme bactérie lyophilisée. Le

plasma ablatera et excitera donc uniquement dderies: Ce protocole d’analyse est utilisé
pour rechercher des marqueurs spectraux discritsirdas bactéries tout en s’affranchissant
des interférents (matrice, milieu de culture, etce) volume ablaté est quantifiable : un nombre
précis d’atomes issus des bactéries peut doncaétuysé. Cette remarque peut permettre

d’appréhender la sensibilité de la technique LIBS.

Haoons pour lyophilisation

Pastilles

Bxdllus Esdeicha  Proteus Pdlende
dahgi cdli nirakilis peuplier

figure IV-13 : Exemple de pastilles de diametremrd et d’épaisseur 2 mm (bactéries et pollen)

IV.44. Mise au point de I'analyse LIBS de bactéries: ouverture du

flacon bactérien

IV.4.4.1. Conditions d’acquisition

Dans cette partie, les pastilles bactériennesamaiy/sées selon les parametres suivants :

» Laser Quantel Brillant avec faisceau de diaméted @@ mm et d’énergie valant 100 mJ
Distance focale de la lentille : 130 mm — Distapoat focal/surface (FTSD) : 0 mm
Densité énergétique au niveau du plan point fo8ald" W.cm™®

Distance fibre optique/surface : Omm (sur surfacBjstance fibre optique/plasma : 5 mm

YV V V VY

Spectrométre Mechelle + détecteur iCCD : Gain maki{®55), délai : 1 us, durée 20 ps

IV.4.4.2. Balayage spectral

L’empreinte spectrale de la souche n°1B@eillus globigiia été réalisée entre 200 nm et 880

nm a l'aide du spectrometre doté du réseau deHgpelle et de la fibre optique HCG1000. Le
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spectre obtenu en Figure IV-14 : correspond alawlation de 2 tirs sur une méme position

d’'une pastille de Bacillus globigii (souche BG-1).

100000 - Ca (I1) 393,366 et 396,847
90000 -
Na (1) 588,995 et 589,552
80000 -
70000 -
60000 -
Mg (1) CN
253,560 388,34 Ca (1) 422,673
50000 - 255,326 387,14
386,17
1
! Ha
40000 + ) caq . 656,279
253,560 315,887 H
255,326 317,933 v o
30000 1 . , 777,194
' ' 777,417
! I Mg (1) 777,539
1
20000 - ! 2 x 279,553
' Mg () ¥ Fe () 2 x 280.213)
ci 285,213
247,856 ' 373,213
1 HB
10000 - ! 486,133
1
v
0 s l ‘L -L‘uﬁ..uu
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Figure 1V-14 : Spectre a large bande (200 nm ar8pobtenue simultanément par le réseau Echelésapr
analyse LIBS d’'une pastille homogeéneR#illus globigii(souche BG-1) — Parameétres LIBS : énergie de pulse
100 mJ, délai avant acquisition : 1 uS, durée disiiipn : 20 us

Grace au réseau large bande de type Echelle, E®ments constituants les bactéries
compresseées sous forme de pastilles homogenes sgonttanément détectés. Pour une
meilleure lecture des raies composant I'empreipectale des bactéries, le spectrogramme

large bande est décomposé en fenétres réduites.
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figure IV-15 : Fenétre spectrale 246 & 264 nm prigse les raies du carbone C et du phosphore PBamillus
globigii (souche BG-1). Paramétres LIBS : énergie de pul®® mJ, délai avant acquisition : 1 uS, durée
d’acquisition : 20 us
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figure IV-16 : Fenétre 275-295nm des raies ionicetestomiques du Mg potacillus globigii(souche BG-1).
Parameétres LIBS : énergie de pulse : 100 mJ, detmit acquisition : 1 uS, durée d’acquisition p20
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figure IV-17 : Fenétre spectrale 372 a 392 nm priés® les raies du fer Fe, du magnésium Mg etrégmients
moléculaires des bandes violettes CN gdacillus globigii(souche BG-1). Paramétres LIBS : énergie de
pulse : 100 mJ, délai avant acquisition : 1 uSéduracquisition : 20 pus
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figure IV-18 : Fenétre spectrale 393 a 423 nm priése |les raies ioniques (1) et atomiques (1) dicim Ca
et les raies atomiques du potassium K @axillus globigii(souche BG-1). Paramétres LIBS : énergie de
pulse : 100 mJ, délai avant acquisition : 1 uSéduracquisition : 20 pus
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figure IV-19 : Fenétre spectrale 403 a 423 nm priése |les raies du potassium K et de nouveau téuralCa
pourBacillus globigii(souche BG-1). Parameétres LIBS : énergie de pull®@ mJ, délai avant acquisition : 1
US, durée d’'acquisition : 20 ps
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figure IV-20 : Fenétre spectrale 555 & 590 nm prigse les raies du sodium Na et de nouveau les aaie
I'ordre n°2 du magnésium Mg poBacillus globigii (souche BG-1). Parameétres LIBS : énergie de pulé@
mJ, délai avant acquisition : 1 uS, durée d’actjarsi 20 ps
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La nature des raies détectées avec le spectromedseau Echelle est en total accord avec les
analyses LIBS effectuées par S. Morel, N. Leateal. [95] sur ces mémes pastilles
bactériennes avec le monochromateur THR1000 surfateitres spectrales réduites. Pour
obtenir une largeur spectrale aussi importante2@Ea 900 nm en une seule acquisition), il

était cependant nécessaire de multiplier les espéeis LIBS car chaque spectrogramme
présentait une largeur spectrale de 40 nm.

Désormais, les résultats obtenus lors du balayggpetral vont étre corrélés avec les
informations fournies par la littérature a propas ld composition des bactéries. Parmi les

éléments détectés, on peut distinguer deux typEsraies atomiques ou ioniques et les raies
moléculaires.

IV.4.4.3. Détection de margueurs spectraux de natures ménéral
et organique

Le tableau IV-7 recense de facon non exhaustiverdéss des espéeces élémentaires et

moléculaires détectées grace au balayage spditsailé par la Figure 1V-14 de la pagel53 :

Eléments minéraux détectés et| Eléments organiques détectés gt Raies moléculaires détectées et
longueurs d’onde correspondantedongueurs d’onde correspondantedongueurs d’onde correspondantes

Atomique: 285,213 nm
lonique :279,553 nm ;

Mg 280,270 nm : 292,863 nm|. C Atomique: 247,856 nm
293,651 nm
Na Atomique: 588,995 nm ; N Atomique: 588,995 nm ;
589,552 nm 589,552 nm Bandes
. ) Atomique: 253,560 nm ; - 388,34 nm ; 387,14 nm ;
Fe Atomique :373,713 nm P 255326 nm wo(l:el\tltes 386,17 nm
Atomique 404,414 nm ;
K 404,721 nm ; 766,490 nm|;
769,896 nm H H, 656,279 nm
Atomique 422,673 nm Hp 486,133 nm
Ca lonique: 393,366 nm,
396,847 nm

tableau IV-7 : Liste non exhaustive des raies tfménts minéraux et organiques typiquement détectées
les bactéries telles q@acillus globigiipar LIBS

IV.4.4.4. Corrélation entre les éléments minéraux détectésset

structures bactériennes

Aux vues des résultats du tableau IV-7, les élésidnt Na, Fe, K et Casont potentiellement

utilisables pour la caractérisation des bactériespriori Na et Ca sont présents dans
'atmosphére, ce qui pourrait empécher leur utilsacomme identifiant des bactéries.
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A la lumiére de l'inventaire de la structure destbdes (cf. parties 1V.2.2.3, page 135 et

IV.2.2.4 & la page 137), la présencecd&ium et demagnésiumsemble étroitement liée a la

nature des parois bactériennes car ces élémewissleur forme de cations divalents ¥et
Cd" - sont des composants majoritaires des parois ldanas des bactéries Gram négative
(telles quEscherichia coli et des especes Gram positive comBegillus globigii Les

élémentssodium et potassium participent également activement a l'activité rbétamue

notamment pour la régulation de la pression osmetigterne (cf. page 133).

Intuitivement, 'observation de ces éléments p@ati@ment laisser suggérer que le plasma est
si robuste énergétiqguement que les parois bacté&sesont ouvertes et que les composants
internes aux bactéries (cytoplasme, etc.) sont bialysés. Une vérification quantifiée sera

cependant effectuée par la suite.

IV.4.4.5. Corrélation entre les éléments organiques détettes

structures bactériennes

Les raies des éléments organigues C, N, P, sont détectés comme illustré par la Figure

IV-14. Le carbone atomique est intéressant pomaligse en tant que marqueur organique. Le
phosphoreest lui aussi remarquable car sa concentratios dae bactérie reste stable.

De fagcon comparable au paragraphe précédent,tld’ddiserver le phosphore présent dans le
cytoplasme des bactéries est une maniere de rearayga le plasma vaporise a posteriori a la
fois les composants externes (parois) et interog®glasme) pour une analyse représentative

de toute la structure bactérienne.

IV.4.4.6. Corrélation entre les fragments moléculaires CN

détectés et les structures bactériennes

La région spectrale 345-445 nm illustrée par larglV-17 en page 155 témoigne dees

moléculaires de type CN appelées également raies violettes. A priorhdarvation des raies

CN serait justifiee sachant que dans toute stractivante comme les bactéries, les molécules
clés de la vie — ADN, ARN, ATP — sont constituééascitles aminés basés sur des fonctions

amines (-NH) gu’engendre des raies CN.
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IV.4.4.6.1.Résumés de résultats obtenus sur I'exploitation des

raies CN

Il est établi qu'en périphérie du plasma les fragtmemoléculaires excités de type C
réagissent avec I'azote excité Nle I'air ambiant pour donner des fragments @Nettant des
raies caracteristiques détectées en LIBS. D’apoetm&vet al[103] [104], les raies d’émission
C, sont majoritairement issues de la décompositich ri®/aux aromatiques contenant des
carbones insaturés. Les liaisons simples C-C dnnt de fagon moindre par rapport a une
méme quantité de carbones de cycles aromatiquethoR@t al ont mis en évidence le lien
entre les variations d’intensité de la bande deeCle nombre de cycles aromatiques de la
molécule.

St-Ongeet al[105] démontrent que les intensités des raies @Ml groportionnelles au nombre
de liaisons @ présentes dans la molécule avec une contributimimportante de liaisons,C
conjuguées issues de cycles aromatiques par rapmas liaisons simples C-C. Cela indique
que les raies CN proviennent de combinaisons diaisons « CC » (selon leur présence :
contributions majoritaires des liaisons @Gwltiples, réles minoritaires des, Gimples) et

I'azote de I'air selon I'équation V-4 :

Cz* + Nz* —2CN équation 1V-4

Les raies CN — essentiellement témoins indirectslad@résence de liaisons simples ou
multiples CC — seraient ainsi difficilement utildes pour la détection d’espéces biologiques
caractérisées par la présence d’acides aminésnearitdes fonctions amines —CNH-.

IV.4.4.6.2 Vérification expérimentale de I'origine des raiebl C

en régime LIBS nanoseconde

S. Morelet al.[95] discutent du rble des raies CN observéed [&B. Un résumé des résultats
est présenté ci-dessous. Différentes moléculesmpgas ont été mises sous forme de pastille.
Les parametres d’analyses par spectroscopie deal@sluit par laser sont les suivants :

* Energie du pulse : 100 mJ

» Distance focale de la lentille : 130 mm — Distapoat focal/surface (FTSD) : 0 mm

» Distance fibre optique/plasma : 5 mm — Distanceefitptique/surface : 0 mm

* Nombre de tirs par série : 10 — Nombre de séfes :

» Spectrometre Echelle + iCCD Andor

» Délai d’'acquisition de chaque plasma se relaxants — Durée d’acquisition : 20s
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IV.4.4.6.3.R06le des liaisons CC simples et doubles — rble des

liaisons intramoléculaires C-N

0
e
Amidon:0€en Acide benzoique 6 € T Naphtaléne: 10 € &
Absence de liaisons C=C Présence de liaisons C=C Présence de liaisons C=C
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figure IV-21 : Moyenne sur 5 séries de la différenc
d’intensité des bandes CN a 387,140 nm et 386,&¥0 n
cumulée apreés 10 tirs sur des pastilles d’'amidan pu
d’amidon enrichi a 10% en acide benzoique et d’amid
enrichi a 10% en naphtaléne

figure IV-22 : Moyenne sur 5 séries de la différenc
d’intensité des bandes CN a 387,140 nm et 386,&¥0 n
cumulée apres 10 tirs sur des pastilles d'amidarepu
d’amidon enrichi a 10% en glycine

o0 ROole des raies C-C et C=C

Sur la figure IV-21 est représentée l'intensitéruaie CN en fonction de différents mélanges
de molécules préparées avec des quantités égalesarbone : amidon, amidon+acide
benzoique et amidon+naphtalene. Le nombre de higi€3=C des cycles, provenant de l'acide
benzoique ou du naphtaléne, joue un role diredtistensité des raies :

- Les liaisons C=C de type aromatique sont, elles, 8origine d'une formation
importante de fragments CN par l'intermédiaire desfragments C,. La présence des raies
CN en proportion importante est ici directemeng €la structure des bactéries constituées par
de multiples groupements carbonés souvent cyclitpiegjue dans les parois comme illustrées
dans la partie 1V.2.2.3, page 135.
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o0 ROble des raies C-N

Le mécanisme de formation des CN, dans le casatbsmes saturés (comme dans I'amidon),
est différent de celui des carbones conjugués (ardans le naphtaléne). Au contraire et
comme lillustre la figure IV-22, la présence daidions CN, comme par exemple au sein d’'une
molécule de glycine, n’influence pas l'intensité& daies CN.

- Les raies CN ne pourront donc pas étre utiliséesnte marqueurs de la concentration en
aminoacides dans la bactéres liaisons simples C-N intramoléculaires ne joud pas un

réle majeur dans I'émission des bandes violettes CNDes vérifications peuvent étre
entreprises en analysant les pastilles organiques atmosphere ne contant pas d’azote (sous

vide ou sous argon par exemples).

En conclusion, l'utilisation des raies CN en tantegmarqueur organique est tles
délicate : au sein d’'un organisme vivant, la variétganique est encore trop grande pour
réussir a déméler I'écheveau. Par contre, il penstituer un outil de marquage énergétiqug du
plasma et de ce fait permettre une normalisatioragport pulse laser — température du plagsma

produit. Cet aspect est abordé dans la partie\24page 163.

IV.4.4.6.4.Perspectives du régime LIBS femtoseconde pour

caractériser les CN intramoléculaires

Récemment, Baudelet al. [99] ont préciser l'origine des structures conieht a I'émission
des raies CN en utilisant un laser Nd :YAG délitrales pulses femtosecondes et non
nanosecondes. Le plasma induit par un régime diablale type femtoseconde permet une
ablation plus douce en terme de température efetbethermiques par rapport aux pulses
nanosecondes classiquement employés (cf. partid.4,4page 36), ce qui entraine une
minimisation de I'excitation des raies atmosphésgjuet au contraire une exacerbation des
raies intrinseques des matériaux ablatés. Par @ ntes bactérieBscherichia coli(Gram
négative) eBacillus subtilis(Gram positive) agglomérées sur des filtres datatde cellulose
sont analysées par LIBS. Par rapport au régimelatiabh par un laser nanoseconde, la
détection des traces élémentaires est améliolés mies CN intramoléculaires sont davantage
mises en évidence. L'inconvénient majeur résidesdarcolt des lasers pulsés femtosecondes

récemment disponibles et moins éprouvés que lssiglzes laser pulsés Nd :YAG.

- 161 -



Chapitre IV - Analyse LIBS de milieux hétérogenapplications a la détection bactérienne

IV.4.5. Choix et justification d' une observabl e spectral e reproductible
IV.4.5.1. Utilisation d’une somme de rapports d'intensités de
raies

Le but des investigations menées par S. Merall. [95] était de pouvoir observer des
caractéristiques intrinseques aux matériaux biglegs a I'aide des marqueurs spectraux pour
établir une discrimination des bactéries analyséear cela, des rapports d’intensités cumulées
(RIC) furent utilisés pour constituer des donnébseovables relativement stables du fait du

faible pourcentage d’erreur (écart type) obseruime’expérience a une autre.

10 |
RIC = Z{—aj équation V-5

i=4 |b
a représente I'élément d'intérét bt I'élément de référence. Un rapport d’intensitétéd é
privilégié en utilisant une raie du carbone comméenént majoritaire pour la référence (autour
de 50%). Comme rappelé dans les premiers chagleese rapport, I'erreur (écart type) est
diminuée lorsqu’on considere les rapports d’inteénplutdt que les intensités intrinseques. La
sélection des fenétres spectrales étudiées dewria tempte du fait que deux raies
caractéristiques de I'échantillon (par exemple B)etlevront apparaitre sur une méme fenétre
pour étre exploitables (cf. figure 1V-15) : 'empldu spectrometre Echelle est en ce sens
adapté, contrairement au monochromateur de largmestrale limitée a quelques dizaines de
nm selon le type de réseau holographique employé.
La figure 1V-23 illustre la reproductibilité de bservable RIC issue de 10 tirs sur une méme
position de [I'échantillon. En ce sens, l'usage dwnothromateur fournissant des
spectrogrammes de largeurs spectrales réduites elkisavantage par rapport au spectrographe
de type Echelle permettant I'obtention simultan&mel large bande spectrale (de 200 a 1000

nm).
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figure 1V-23 : Evolution des rapports d’intensitis P/C (RIC P/C) cumulés sur 10 tirs sur une méoséipn
(un rapport par tir) pour 4 différentes positionsng pastille deBacillus globigiin°l. Paramétres LIBS : énergie
de pulse=100 mJ, délai avant acquisition=1 us,eldig&cquisition=20us

Les précédents résultats ont montré que le rappmtiensités cumulés (RIC) de type P/C
représentait un observable reproductible (faiblewr) et discriminante pour un ensemble
d’échantillons (ici 6 bactéries et 2 pollens) commg@s sous forme de pastilles homogénes.

IV.4.5.2. Justification de la reproductibilité de I'observabl

choisie en terme d’indicateur thermique

Le critéere RIC s’avére particulierement bien adapta morphologie des échantillons préparés
sous la forme de pastilles planes et homogéenesniguement constituées de lyophilisat d’'une
bactérie connue. Pour valider la pertinence delkse¢rvable, il faut vérifier que les différentes
valeurs calculées pour les RICs obtenus eux-mérapsigl la mesure d’intensités de raies
d’'intérét cumulées sur plusieurs tirs sont étroéetnliées a la nature intrinséeque des
échantillons et non a une fluctuation de la tempéeadu plasma entre chaque tir laser.

Pour cet objectif, nous calculons indirectement akeurs de la température T de chaque
plasma dans une série de 10 tirs effectués pouwjuehpastille bactérienne. Avec I'hypothese
de I'équilibre thermodynamique local, I'expresside Boltzmann relie l'intensité.l d’'une
raie d’émission a la température d’excitatiar. elon I'équation IV-6 suivante :

E
.. =0.A A exp — '
Raie gl ihi { kb-l-excj
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avec g le facteur de dégénérescence|aprobabilité de transition; la longueur d’'onde de
transition, EI'énergie de I'état supérieur, ka constante de Boltzmann,£8,62 10° eV.K™) et
Texc la température du plasma donnée a un certain. détautilisant le rapport de deux raies
d’émission kaje1 €t kaiez ON Obtient I'équation V-7 :

| _ G2A0) Ee,{i(ijj équation V-7
lraia  G1AA, Ky T

Le rapport de deux intensités des raies 2 et ds diesi globalement proportionnel a un terme

de type exponentiel relié a(E,/T,) car tous les autres facteurs sont constanterbpérature
d’excitation T est estimée par I'intensité de rai@mission de type CN obtenues par analyse
LIBS d’une pastille de bactériacillus globigii(BG-1) :

I, : CN 388,340
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o) 383,231 I3 : CN 386,170
)
NO)
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figure 1V-24 : Visualisation des tétes de bandeslmindes violettes moléculaires CN. Spectre isda de
formation d’un seul plasma (tir n°4 parmi une séléelO tirs effectués sur une méme position) sarpastille
deBacillus globigii(souche n°1). Parameétres LIBS : énergie de pull@0-mJ, délai avant acquisition = 1 us,
durée d’acquisition = 20 ps

Le tableau V-8 liste les rapports d’intensitésdies basées sur les raies CN mesurées pendant
la durée d’ouverture de I'obturateur du détect@€D. Une série de 10 plasmas est effectuée

sur une méme position. LE™tir est considéré pour les calculs.
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Composition des pastilled (x=3:318?3|10nm) (x=3:327?1,10nm) (x=3:336?1,\;0nm) [4/1, [of15
Amidon 89220 71977 63046 1,24 1,14

Glycine 86426 69701 60615 1,24 1,15

Amidon + Acide maléique 72464 58837 52254 1,23 1,13
Amidon + Glycine 81000 64783 57149 1,25 1,13
Amidon + Ac. Benzoique 133788 108151 91668 1,24 1,18
Amidon + Naphtaléne 146087 122707 103823 1,19 1,18

tableau V-8 : Calculs des rapports d'intensitésades CN aprés 1 us de relaxation pour démorgrer |
reproductibilité de la température des plasmasitndu laser

L’obtention de rapports constants d’intensitésaiesr CN (cf. valeurs des rapporilet b/l3)

est directement reliée a la stabilité de la tentpégal pour les trois raies considérées. Ce fait
confirme expérimentalement la reproductibilité detémpérature des plasmas induits. En
combinant cette reproductibilité thermique a laroepctibilité en taille des plasmas induit par
les lasers de type Nd:YAG, chaque plasma constiiee un milieu robuste qui permet
d’ablater une quantité finie de matiére.

Pour information, la valeur de la températugshadu plasma aprés 1 ps de relaxation du
plasma est estimée a envir@B00 K en utilisant la relation de Boltzmann sur les saie
I’hydrogene. Durant cette premiére microseconddgemapérature aurait atteint un maximum

d’environ 20000 K avant de se relaxelannexe V renseigne sur deux méthodes de calculs

de la température d’excitation des raies d’émissic: méthode de Boltzmann sur les raies

du cuivre, utilisation d’un logiciel comparant lesprofils théoriques et expérimentaux des
bandes CN.

Les quantités ablatées étant alors identiquestitieree RIC est directement dépendant de la

concentration calibrée. Cette remarque confirmagdbrtance de la maitrise de l'interaction
plasma-matiere pour obtenir une analyse représemtde cette derniére sous toute forme
(surface homogene des pastilles bactériennes csunitérogene des couches bactériennes sur

gélose, particules d’aérosols bactériens suspestdiaptés par le plasma).

IV.4.5.3. Vérification de l'ouverture du flacon bactérien ds

'analyse des vacuoles

Les éléments détectés par la LIBS sur les pastietériennes semblent a la fois liés aux
eléments majoritairement présents dans le cytogabarctérien (commeéla) et a ceux
constituant en grande partie les parois exterils Ca, C des cycles carbonés via les raies
CN, etc.). Le spectre large bande de la Figure I\dd.4a page 153 liste ces éléments.

Pour vérifier la robustesse énergétique de chatasema permettant a la fois de vaporiser et

d’exciter les constituants externes (parois) etrim¢s (cytoplasme) de chaque bactérie, nous
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avons étudié I'évolution du rapport d’intensités daies CN et Na en supposant que les raies
CN renvoient aux constituants externes de la haotétes Na au cytoplasme interne.

Comme illustré par la figure IV-25, les rapportstensité des raies CN/Na sont reproductibles
comme le prouve la relation linéaire obtenue erucdant les rapports. Cela indique que
chaque plasma est suffisamment robuste pour amdlgeeemble des constituants de chaque

bactérie.

y =0.2491x + 0.1039
R?=0.998

N
o

mRIC
CN(388,34)/N
a(588,995)

N

*RIC
CN(387,14)/N
a(588,995)

Intensité (coups)
-
6]

[

y =0.1847x + 0.0496
R?=0.9971

o
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Longueur d'onde (nm)

figure 1V-25 : Evolution des rapports d’intensitsnulés basés sur les raies CN et Na (RIC CN/Nznoles
aprés 10 tirs suBacillus globigiisouche n°1. Parametres LIBS : énergie du pulse 400 mJ, délai avant
acquisition = 1 ps, durée de I'acquisition = 20 ps

1V .4.6. Validation de |'observable pour discriminer les échantillons

bactériens

Plusieurs rapports de raied{253,560nm)/C(247,856nn1) P(253,560nm)/Mg(285,213nm)
C(247,856nm)/Mg(285,213nm)- ont été mesurés sur deux pastilles Biillus globigii
souche 1BG-la et BG-1b) préparées selon le méme protocole (souche, mileegulture,
conditions de croissance et pastillage identiguea)s a un an d’intervalle pour étudier
l'influence du temps. Pour cet objectif et commesiiré par la figure 1V-26 de la pagel67, les
spectrogrammes large bande fournis par le résehallEgermettent d’obtenir aisément les

intensités de raies utilisées dans les RIC.
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figure IV-26 : Fenétre spectrale 246 a 264 nm pris® les raies du carbone C et du phosphore PBamiltus
globigii (souche BG-1). Parameétres LIBS : énergie de puls80 mJ, délai avant acquisition = 1 uS, durée
d’acquisition = 20 us

On constate a la lecture des 3 graphiques ci-desgoe le rapport P/C fournit des résultats
reproductibles d’'un échantillon a l'autre tandiseglintroduction du magnésium dans le
rapport est une source de non reproductibilité. @ssiltats confirment la stabilité de la

concentration en phosphore dans la cellule baciggie

mRIC # Erreur

Rapport d'intensité
Rapport d'intensité
Rapport d'intensité

Bg-1 Bg-2 Bg-1 Bg-2 Bg-1 Bg-2

(@) (b) (c)

figure 1V-27 : Histogramme des RIdigure IV-28 : Histogramme des RIGigure IV-29 : Histogramme des RIC
des raies P(253,560nm) par rapportdies raies P(253,560 nm) par rappodes raies C(247,856 nm) par rapport
C(247,856nm) entre deux pastilles a Mg(285,213 nm) entre deux a Mg(285,213nm) entre deux
de BG-1 pastilles de BG-1 pastilles de BG-1
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Le rapport d’'intensité cumulé (RIG)/C est implicitement relié a la protéine d’ATP de la
bactérie puisque le carbone (pris comme référaatrin) et le phosphore sont observables pour
les bactéries. Le rapport P/C est donc spécifiqueedespéce.

IV.4.7. Influence de la nature milieu nutritif sur le choix del’ observable

Pour valider ce choix nous avons qualifié I'infleendu milieu de culture sur la composition
des bactéries et par conséquent sur les rapparitersités cumulées. Deux pastilles de
Bacillus globigiisouche 1 ont été analysées, I'une constituée ctérxs issues d’'un milieu de

culture & dominante organique (2YT), I'autre a doemite minérale.

Milieu de culture organique (2YT) Milieu de culture minéral

(pour 1 litre)

(pour 1 litre)

169 de Bactotryptone
10g d’extrait de levure (yeast extract)
5g de NaCl
H,O déionisée gsp 1 litre

0,3g de MgSQ7H,0O
1g de NHCI
4g de NaNQ@
0,150g de CagGl

5g de glucose

tableau V-9 : Composition des deux milieux de unds utilisés pour une méme culture initialeBdeillus
globigii souche 1 avant lyophilisation et pastillage

La figure 1V-30 confirme que montre que le RIC R¥& identique pour les deux milieux de
culture. Cette constatation valide une fois de pluislisation des rapports d’intensités P/C
cumulés pour la détection et I'identification detgaies.

Par contre, I'utilisation de la raie du magnésiwmrévele encore une fois non appropriée (cf.
figure IV-31). En effet, la présence dans le milieinéral d’'une grande proportion d’ions g
provogue une augmentation notable de cet ion au deila bactérie : la bactérie assimile
davantage de ce type de nutriment car il est dibpren grande quantité dans son
environnement. L'assimilation de P semble au cametréimitée et régulée, ce qui peut
expliquer sa constance dans une bactérie qui autierées concentrations en P et K d’apres la
littérature (lutte contre la pression osmotiqueg hénomene s’est reproduit aussi avec le
calcium ou la concentration dans le milieu minéstlplus importante.

Une fois de plusle RIC P/C reste reproductible quelque soit le milieu de culture des
bactéries (cf. figure 1V-30) : ce critére peut &omsidéré comme un élément discriminant pour
les matériaux biologiques. La bactérie se compartenme une membrane filtrant
préférentiellement les nutriments disponibles noaisservant toujours des quantités constantes
de P. En effet, en connaissant le rapport P/C dasp&ce donnée, il est possible d’établir une

discrimination brute.
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mRIC # Erreur
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@ 24

0 0

Organique Minéral Organique Minéral
figure 1V-30 : Histogramme des RIC des raies figure 1V-31 : Histogramme des RIC des raies

P(253,560nm) par rapport a C(247,856nm) pour deslg(285,213nm) par rapport a C(247,856nm) pour des
cultures d’'un mémaeacillus globigiidans un milieu  cultures d’'un mémaeacillus globigiidans un milieu
organique et dans un milieu minéral organique et dans un milieu minéral

1V .4.8. Sélectivité de |’ observable

Pour vérifier ceci, les rapports d’intensités cueegl P/C ont été calculés et comparés pour les
six especes bactériennes — listées dans le table@upage 151 — et deux types de pollen,
orme Gigma P-8020, lot 59C0597t peuplier $igma P-7520, lot 33H0058mis sous pastille

de facon analogue aux bactéries pour estimer laurpation de I'environnement sur
I'identification de bactéries. La composition chgmé du contenu vivant du pollen est assez
singuliere. La fraction azotée, importante (16 &4€8u poids sec du pollen), est constituée
pour moitié d’acides aminés, parmi lesquels figtitea vingt acides aminés universellement
présents dans les cellules vivantes. Les résuléstgalculs sont regroupés sur la figure 1V-33.
A l'exception des deux souches @acillus globigii d'une part, et des souch&acillus
thurengiensiset Escherichia coli d’autre part, nous pouvons observer que les raéppor
d’intensités cumulées (RIC) P/C des diverses especkactéries et pollens — montrent des
différences notables qui conduisent a leur discration effective parmi les matériaux
considérés. La constance du RIC P/C peut étre régakeobservée sur d’autres bactéries et
constitue donc une donnée observable discrimindates le cadre de la détection des agents

biologiques par LIBS.
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© : RIC P/C spécifique d’un échantillon- ® : RIC P/C non spécifique d’un échantillon

D — — o

©
© BG
~:[» CORIC
® ® P(253,560nm)/C(247,856nm)
1.5 4 <:[> <:[>
® @
o o e
ES
Pollens
054-4 t---4 t---4 t---4 - - i I B i
©
Bacillus Bacillus Bacillus Escherichia  Staphyloccus Proteus pollende  pollen d'orme
globigii 1 globigii2  thurengiensis coli aureus mirabilis peuplier

Nature des bactéries

figure IV-32 : Comparaison des rapports d'interssitémulés de la raie du phosphore a 253,560 nrapport a
celle du carbone a 247,856 nm pour différentesébiast dont deux souches de BG. Paramétres LIBBe pie 100
mJ. Parameétres temporels : délai avant acquisttibus et durée de I'acquisition = 20 ps

V.4.9. Limites du critere choisi et perspectives d améliorations
proposees
IvV.4.9.1. Utilisation d’'un_second observable avec un RIC basé
sur K/C

L’emploi d’un observable simple et basé sur un oapg’intensités cumulées (RIC) permet de
classer un ensemble limité d’échantillons : 4 réeséparmi six et deux pollens échantillonnés.
Des limites peuvent cependant étre établies réemisement sur I'emploi d’'un tel critére RIC
tant sur I'exhaustivité de son pouvoir discriminapte sur les conditions pratiques de son
utilisation. Sans remettre en cause les RIC lesqeelrelent étroitement les variations
d’intensités intrinséques a la nature des échansilanalysés (bactérie ou pollen), 'emploi de
cette observable ne peut se faire que s'il estilplesde multiplier les tirs laser sur une méme
position : cela nécessite d’avoir suffisamment daiéne a échantillonner. Cela est vrai pour
les pastilles comprimées générées en laboratoeper@ant dans un cas opérationnel, les

échantillons auront plutét la forme de tres finetouies bactériennes sur gélose ou bien se
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présenteront sous forme de particules d’aérosasitayne forme isolée, en suspension ou
filtrée sur membrane. Ainsi, la matiére a détecera disponible en faible quantité en
comparaison avec le cas des pastilles compressées.

Enfin, le RIC considéré jusqu’a maintenant est b&sel'utilisation de deux raies, ici P a
253,553 nm et C a 247,856 nm. Or, les spectrogranutiesés — le monochromateur ou mieux
le spectrometre Echelle — fournissent une multitddeaies d’émission toutes étroitement et
intrinsequement liées a la nature de I'échantidloalysé.

A ce titre et en utilisant la richesse des specaimgnes issus du réseau Echelle pour I'analyse
des pastilles bactériennes, un second RIC est d&mgsiavec les intensités de la raie du
potassium K a 404,414 nm (cf. spectre détailléadiéggure IV-19, pagel56) par rapport a celle
du carbone a 247,856 nm. Le premier RIC P/C edeégant repris (cf. spectre détaillé de la
figure IV-15, page 154).

Les résultats sont compilés sur la figure IV-33ukelte permet de comparer et de préciser les
potentialités de classification des bactéries $otme de pastille selon la valeur des RICs de
P/C et K/C.

© : RIC P/C ou K/C spécifiques d'un échantillon ~ ® : RIC P/C ou K/C non spécifiques d’'un échantillon
4 -
©, entantae Bactlus globiol [JRIC P(253,560nm)/C(247,856nm)
354 -
A A ORIC K(404,414nm)/C(247,856nm)
7 N L
N :
254+ --+-1 |----- e L l]-------------
g 2t v | o of |
T
s @ e/ S
T * ® ®
14 -1 - r  }---4 I - - = I =1 - - -1 | J----3 @ = -
051 -1 - - - F---A - - -
O L) L) L) L) L) L]
Bacillus globigii  Bacillus globigii Bacillus Escherichia coli  Staphylococcus Proteus mirabilis
BG-1 BG-2 thurengiensis aureus
Nature des bactéries

figure IV-33 : Comparaison de deux rapports d’isteds cumulés (RIC) des raies du phosphore a 283156
et du potassium a 404,414 nm par rapport a celzdwone a 247,856 nm pour différentes bactérias dieux
souches de BG. Sauf indication tous les échantilbattériens ont été cultivés dans un milieu ideseti
Paramétres LIBS : 10 pulses de 100 mJ. Parametrgmtels : délai avant acquisition = 1 pys et ddese
I'acquisition = 20 ps
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IV.4.9.2. Ebauche d’un traitement des données multivariées

Deux observables sont désormais étudiés : les 8&@5C et de K/C.

> Classification selon le RIC de P/C

La différenciation de la plupart des échantillorectBriens selon leur nature est confirmée
grace a lutilisation du RIC P/C. Méme si le RICCPA’est pas spécifique entre les deux
Bacillus globigii de souches différentes (BG-1 et BG-2, cf. tablé&b, pagel51), nous
pouvons noter que BG-1 et BG-2 forme eux-mémesronopg deBacillus globigii avec un

RIC spécifique par rapport aux autres échantillons.

> Classification selon le RIC de K/C

L’introduction du RIC K/C apparait moins discrimitiaque le RIC basé sur P/C. Les RIC K/C
de Bacillus globigii BG-1, Bacillus thurengiensiset Staphylococcus aureuse sont pas
spécifiques. Au contraire, les trois autres baesése distinguent par des RICs K/C spécifiques.
Le RIC de K/C malgré son caractére moins discrimirmpe P/C permet cependant de préciser
et d’améliorer la classification des différentestBaes étudiées : il permet ainsi de différencier
les 2 types d8acillus globigiiprésentant des RIC P/C similaires mais des RICdg€ncts.

Pour les deux raisons citées et en s’inspirant edggoitations statistiques de la richesse
spectrale de toutes les raies d’émissions constitdes données multivariées établie dans le
chapitre Ill concernant la classification des aél®aqueux, il est décidé a nouveau d’exploiter

les données spectrales obtenues par LIBS sur $titlgmbactériennes et de pollen.

1V.4.10. Discrimination par anal yse multivariée des données spectrales

IV.4.10.1. Motivations d’'emplois de méthodes de traitements

statistiques des données spectrales

Dans le précédent chapitre, 'emploi inédit d’'unétinode statistique telle que I'analyse en
composantes principales (ACP) a permis de classlis microgouttelettes selon la nature de
la solution multiélémentaire calibrée utilisée pdes générer. Chaque microgouttelette était
analysée par un seul plasma lequel, aprés anahsetrg@scopique, fournissait un unigue
spectrogramme large bande regroupant des marquspestraux caractéristiques des

composants de chaque patrticule.
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L’idée est reprise ici pour une application surahmades plasmas géneérés sur les pastilles a
base de bactéries ou de pollen. L’étude de la teahpé de chacun des plasmas (cf. partie
IV.4.5.2, pagel63) a montré la robustesse énergetiy la reproductibilité de ces derniers.
L'utilisation d’'un plasma calibré en terme d’énerget de dimensions est justifiee pour
vaporiser et exciter une particule d’aérosol aqueux

Ces modeles sont intégrés dans des logiciels déidiésalculs déja employés au CEB dans
d’autres techniques analytiques. L’ACP peut comstitune voie de recherche prépondérante
dans notre étude car cette méthode permet uneindisation effective a partir des
informations obtenues en LIBS Il faut cependante@iner quelles sont les informations

discriminantes.

bY

IV.4.10.2. Applications a la classification des pastilles

bactériennes par analyse en composantes principales

IV.4.10.2.1. Préparation des données

Les données brutes issues des précédentes expérisnnt traitées par la méthode non
prédictive de l'analyse en composantes principgl&a€P) pour tenter d’observer une
classification des spectres selon la nature de&etllon analysé.

Etant donnée la quantité trop importante des obbés disponibles (intensités nettes de raies
d’émission associée a sa longueurs d'onde) dansgestrogrammes large bande Echelle
obtenus (supérieure a 25000 intensités de rai@ligee longueurs d’'onde composant les pixels
d'un spectrogramme) contrairement au 1024 obsezgalles spectrogrammes issus du
monochromateur a bande spectrale réduite, il egssa@ire de réduire le nombre d’observables
pour des considérations de calculs informatiquesst décidé d’appliquer I'ACP sur des
régions spectrales larges 10 nm englobant chaesn®4l raies d’émission d’'intensités les plus

importantes et extraites des spectrogrammes Echelle

Elément Longueurs d’onde (nm)

C 247,856

P 253,560 ; 255,326

Ca 393,366 ; 396,847

Mg 279,553 ; 280,270

Na 588,995 ; 589,552

K 766,490 ; 769,896

Fe 373,713

CN 388,34 ; 387,14

tableau IV-10 : Liste des observables spectralests@nnées pour les calculs des composantes pales de
I'analyse en composantes principales (ACP)
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Deés lors que cette sélection d’observables spectsi établie, nous considérons les mémes
séries d’analyses LIBS précédentes pour 4 typepadtilles bactériennes précédemment
considéréesBacillus thurengiensiBT, Staphylococcus aureuSA, Proteus mirabilisPM,
Escherichia coliEC) et 2 especes de pollens (orme et peuplieft Elraque type de pastille,
nous traitons 2 séries de 10 tirs sur une mémdi@ogar série, soient 20 spectres par nature
d’échantillon selon les mémes paramétres décritpagye 152. Les intensités nettes des 14
longueurs d’onde d’intérét pour chacun des écHansilsont rassemblées sous la forme d’'une

matrice avec en ligne les 14 intensités nettes@ekepour les observables en colonnes.

IV.4.10.2.2. Représentation des spectres dans I'espace des

composantes principales

1

1

\
!

1

1

\
Fo-r--d--a--9

I
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Pollen ™~ ---._
t-7 dorme -+ __ %

- _ pollen peuplier
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figure IV-34 : Analyse en composantes principal®€R) illustrant la richesse des informations muitiges (ici

14 longueurs d’onde) issues de spectres LIBS gpebtde bastilles bactériennes et de 2 pollengji&hpoint

représente les 14 longueurs d’onde dans le nogpelce établi sur les 3 principales composantes, (PC2 et
PC3) elles-mémes combinaisons linéaires des 14iang d’onde.

La figure 1V-34 décrit le regroupement des inforimas multivariées issues des spectres
propres a chaque échantillon. En considérant plusieongueurs d’'onde dans chacun des
spectrogrammes obtenus pour chaque plasma et neruplquement le seul critere RIC de
P/C, l'analyse en composantes principales permetaisifier le groupe des bactéries et deux
groupes spécifiques des pollens. Cette classificadst directement due a la reproductibilité
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des plasmas induits lesquels permettent d’excitemtativement les teneurs élémentaires
spécifiques de chacun des échantillons.

L’'analyse des données multivariées témoigne égaledela richesse des spectrogrammes en
informations utiles dépassant le cadre des seales de P et C. Cela peut étre d'intérét pour
certains éléments effectivement présents dansdiéidlon mais présentant une émissivité
faible : ainsi le cas du phosphore dont la conetiotn dans les bactéries est équivalente a celle
d’autres éléments tels que Ca ou Na est flagrantaible émissivité peut étre expliquée par les
réponses spectrales des détecteurs iCCD qui pedseaftectivement une faible réponse pour

des longueurs d’onde inférieures a 300 nm.

IV.4.11. Conclusions sur la recherche de marqueurs spectraux et

discriminants d' échantillons biologiques

Cette sous-partie permet de confirmer les potétésatle la technique LIBS pour détecter et
discriminer des matériaux biologiques comme lestdres sous la forme de pastilles

homogeénes et massives de matiére bactérienneobekisions partielles sont alors :

« La LIBS met en évidence la présence de marqueurs egraux intrinseques des

éléments et molécules constitutifs de matiere bigl@mue. Ces marqueurs sont a la fois

des éléments organiques tels quest P, minéraux commeé/g, Ca, Na et K. Les raies
moléculaires de typE€N refletent également les caractéres carbonés etatiques de$
cycles majoritairement présents dans les struchiodsgiques.

* L’analyse de rapport€N/Ca et les considérations thermiques illustrant laadpctibilité
et la robustesse (température de chaque plasmaerdis 9500 K établie sur les rais CN et
Cu, apres 1 us de relaxation) témoignent que cheglidde bactérienne est globalemegnt
excitée. Tous les composants (parois externe, lagoye de l'intérieur) sont détectés gréce

aux éléments les constituant.

* L’exploitation statistique des données multivarigies les multiples intensités des raies
d’émissions associée a une longueur d’onde) fodestinformations inédites dépassant le
cadre de simples rapports entre deux raies (P/@xmample) pour classifier les échantillgns
complexes tels que les bactéries. L'analyse en osare principale permet ainsi de trer
les spectres selon leur nature (bactérie ou polmngant la voie a I'établissement de bagses

de données.
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IV.5. ANALYSES DE CULTURES BACTERIENNES SUR GELOSE

IV.5.1. Préambule

Les analyses précédentes de bactéries sous formpastdles compressées ont permis
d’appréhender les potentiels marqueurs spectraésepts dans les bactéries et accessibles par
le plasma de la méthodologie LIBS couplée. Les étdmdétectés semblent directement liés a
la structure des bactéries dotées d’'un squeletteoré et d’'un cytoplasme contenant des

minéraux. Les objectifs essentiels de cette padie de deux ordres :

1. Distinguer une couche bactérienne (homogéne en coostions et épaisseur) pal

rapport_a sa gélose support

2. dés lors que cette distinction est faidaborer une méthodologie pour_classifie

plusieurs espéces cultivées en couches homogénegsilose

IV.5.2. Culture hétérogéenes de bactéries sur gélose nutritive

La croissance bactérienne sur gélose est une tpahmicrobiologique simple [88].

— Colonies de
ST Bacillus
globigii sous
forme de
nappes éparses
et d’épaisseurs

) variables
Surface de la gélose
dépourvue de
colonies
bactériennes
<+—>
2cm

figure IV-35 : Boite de Pétri sur laquelle ont étdtivées pendant 24 heures a 37°C des coloni@addus
globigii initialement déposées sur une gélose de typéctaigbja (TSA)

Des bactéries a I'état de latence sont initialendémosées de facon quelconque sur la surface
de la gélose. Des nappes bactériennes d'aireggidseurs hétérogenes apparaissent selon les
conditions ambiantes et les nutriments disponill@esfigure 1V-35 illustre la croissance de
bactéries de typBacillus globigii (souche CEB 93/0029) déposées durant 24 heuresnsur

gélose nutritive. Les cultures bactériennes sofgicefées dans une étuve a une température

idéale de 37C par analogie avec la température des mammiférevex une hygrométrie
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régulée. Dans ce type de croissance, les coloaEgliennes se présentent sous forme d’amas
pouvant atteindre plusieurs millimétres d’épaissstugénérant une surface avec un relief trés
irrégulier et d’aspect granuleux.

La préparation est moins lourde que celle desl@sstiCependant, I'analyse est moins aisée
pour des raisons pratiques de positionnement débta optique. La conservation pose
également des problémes avec des risques de polldgis cultures aprés ouverture de la boite
stérile. Les colonies bactériennes présentent whe aye vie a considérer : croissance des
colonies jusqu’'a épuisement des nutriments contdans la gélose et régression de population
jusqu’'a I'extinction des bactéries au bout de queggjours.

D’'un point de vue analytique, la culture de baetrsur gélose engendre un systéme
hétérogene. L’échantillon d'intérét est sous lamferde couches bactériennes lesquelles
recouvrent un support nutritif gélifié a l'aide d’'wagent tel que lI'agar, composant issu de
certaines algues marines et ne constituant pasitniment. Les géloses typiquement utilisées
sont des gels plans contenus dans une boite decif@ifaire (diametre 8,5 cm pour le modéle
Biomérieux utilisé, cf. figure IV-35). Les gélosesnployées contiennent des substances
nutritives essentiellement basées sur des sucteseahinéraux. Nous utiliserons une gélose de
type Triptica-Soja Agar — notée TSA — préalablenstétilisée par autoclave (chauffage a une
température supérieure a 100° C a haute pressiam)dter tout risque de pollution. La gélose
peut étre problématique en tant qu’'interférentsispax potentiellement analysés par LIBS.

En outre, les échantillons bactériens sous formeuttares sur gélose représentent des surfaces
aux caractéristiques tres différentes par rappaslli@s classiguement expertisées (polymeres,
métaux, roches, etc.). Les colonies bactériennparajgsent comme des échantillons a la fois
humides, mous et trés fragiles de type gels. Lasnmhs induits sur ces surfaces seront donc
différents en terme d’interaction plasma-matiere pEpport aux matériaux durs, secs et
homogenes jusqu’ici considérés. Une optimisatioffideeraction plasma-matiere bactérienne
est donc indispensable pour optimiser I'analysdadeouche bactérienne d’intérét. L'analyse
par LIBS de telles structures nécessite un régtagrireux de la position de formation du
plasma de facon a tenter de maitriser la quargit@atiere ablatée.

Cette forme d’échantillonnage de bactéries cultvae gélose est utilisée lors de prélévements
de classes granulométriques de bactéries préseatd@s une atmosphere ambiante
potentiellement contaminée. Des appareillages camiaux emploient des boites de Pétri
contenant une gélose sur laquelle viennent s’in@pades bactéries de l'air prélevé
(granulometres a étages de type Andersen préldganparticules de l'air selon leur classe

granulométrique, « Slit Sampler » qui les prélexe e période donnée) Une mise a I'étuve
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pendant 24 heures permet la croissance (ou norpatésules bactériennes pour des analyses
ultérieures. Le couplage de la technique LIBS suekultat des préléevements — les nappes de

bactéries — se trouve ainsi directement justifiés.

IV.53. Cultures bactériennes en couche homogene

Afin d’assurer une meilleure interaction plasmaigrat bactérienne déposée sur gélose, un
protocole est suivi pour obtenir des couches biactées d’épaisseur homogene et non plus
hétérogene comme précédemment.

Des suspensions de bactéries de nature et quentitéies (1 mL contenant 1,4%1factéries
Bacillus atropheuset Escherichia coli et 1 mL de 1,0x10 bactéries Macrococcus
equipercicu} sont étalées a l'instant t = 0 de maniere homegm la gélose. Connaissant le
cycle de croissance des bactéries et son facteorudtelication, il est possible d’obtenir des
nappes homogenes d’épaisseurs régulieres et rapitdda correspondant aprés une durée

connue a la reproduction bactérienne

Nappe d’épaisseur
homogéne issue d'L
dép6bt initial d’une
suspension de
Bacillus atropheus

Gélose
supportant la
fine couche
de bactéries

2cm

figure 1V-36 : Photographie prise 24 heures apméaulture de bactéries de typacillus atropheusnitialement
réparties sur une gélose de type TSA. A titrefithtsf, un grattoir en plastique est utilisé poterda fine
couche de bactéries développées sur la gélosévautri

La génération d'un plasma sur une couche de commoshomogene en bactéries et
d’épaisseur connue permet d’optimiser linteracti@ser-matiere bactérienne pour une
meilleure représentativité. En effet, cela permetdiscriminer les bactéries de leur gélose
support pour minimiser les interférences spectrales

Les valeurs des épaisseurs des couches sont dierttdiées aux conditions de croissance
(durée, type de gélose, température, hygrométae, ®ans nos études, les cultures sur gélose
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de type TSA selon ce protocole de croissance baotér sont toujours analysées par LIBS au
bout de l'instant = 24 heuresde mise a I'étuve.

A l'aide d’'une caméra analogique, nous avons mesapmaisseur de plusieurs coupes de
géloses supportant une couche bactérienne s’étumiappée durant 24 heures (cf. figure
IV-37). Etant donné le protocole de croissance iseilv pour des conditions similaires

d’analyse, toutes les colonies bactériennes présedesepaisseurs "e" comprises entre 75

et 100 um

Nous considérons une épaisseur @jale a_100 undans nos calculs aprés 24 heures (e

croissance bactérienne.

Couche
homogeéne et
réguliere de
colonies
bactériennes

figure 1V-37 : Observation d’'une coupe de géloséT&ouverte par une couche Bacillus atropheusmagée
par caméra haute résolution et comparaison paorappn réglet

IV.5.4. Caractérisations des nappes bactériennes homogenes

Grace a la procédure de contrdle de I'ablation yhtésne hétérogene couche bactérienne-
gélose, les spectrogrammes LIBS d’'un plasma irgluitune position de nappes homogene sur
boites de Pétri sont représentatifs des seulesrisct Ce protocole va nous permettre

désormais d’aboutir a trois objectifs :

174

1. Préciser la composition des constituants du systendgphasique : la couche de bactéri¢

et sa gélose TSA,

2. Quantifier le nombre de bactéries analysées par Iplasma car nous avons acces pu

volume ablaté uniguement constitué de bactéries,
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3. Classifier les échantillons représentés par les cooes bactériennes homogéenes selpn

leur_nature avec pour but d’élaborer des bases de donnéespraéires basées sur des

observables spectrales discriminantes.

IV.5.5. Spectrogrammes Echelle du systéme diphasique couche de

Bacillus atropheus sur gélose

Pour discriminer la couche de bactéries par rappdat gélose, les compositions globales des

géloses avec et sans couche superficielle de bectntivées sont obtenues par LIBS.

> Parameétres d’analyses LIBS

» Laser Quantel CFR 200 : pulse de diamétre 5 mnanddr ns et d’énergie valant 100 mJ

» Distance focale de la lentille=65 mm

» Distances : fibre optique HCG1000/plasma=5 mm —e~dptique/surface=0 mm — Point
focal/surface (FTSD)= -1 mm (a priori <0 pour éwifeffet de I'onde choc sur la couche
bactérienne fragile)

« Densité énergétique au niveau du plan foda¥ :1d* W.cm™

» Spectrometre large bande Echelle (200-950 nm) écaupd fibore HCG1000

» Détecteur iCCD : gain maximal (255) ; délai avarquasition=1 us et durée d’acquisition

= 20 us — Mode d’acquisition=spectre moyennée s&igs d’'un plasma par spectre

> Spectrogramme large bande (200-950 nm) pour la compition globale de

Bacillus atropheussur gélose TSA

La figure IV-38 illustre les différences de compmsis €lémentaires entre la couche de
Bacillus atropheu®t la gélose TSA qui est le support nourricier.

Nous observons également qu’un monopulse laselrsagiuiun plasma permet a priori de
distinguer des colonies bactériennes de leur stipplos’agit donc d’éviter le recours a

'accumulation de tirs sur une méme position. Ceth potentiellement dommageable étant

donnée la faible quantité de matériau biologig@sent sur une gélose.
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figure IV-38 : Superposition de spectrogrammesddrgnde illustrant les compostions globales délasg
seule et d’'une couche @acillus atropheusur gélose TSA. Parametres LIBS : pulse d’énet@iemJ et
densité d'énergie de 4,7 fW.cm?, délai avant acquisition égal & 1 s et duréequimition égale a 20 us

IV .5.6. Contréle de I' ablation et distinction de la couche bactérienne sur
lagélose

La figure IV-37 illustre les caractéristiques desuches bactériennes en surface de gélose.
Etant donnée la faible épaisseur des couches kmamiés cultivées — environ 100 pm comme
indiqué précédemment — le plasma doit étre posiéode facon a n’ablater que I'amas
bactérien et non la gélose nourriciére interférente

Pour cet objectif, nous décidons de faire varietdasité d’énergie déposeée sur les couches : on
modifie la distance entre la longueur focale deetdille et la surface de I'échantillon (ou Focal
To Sample Distance ou FTSD, cf. partie 1.6.1.1,ep4§). Cette procédure permet d’induire le
plasma plus ou moins profondément dans la couch&fenne déposée sur la gélose. La
valeur de la FTSD influence I'analyse spectroscopigt la quantité de matiere ablatée. Il
s’ensuit une modification de lintensité des énaasi radiatives et de la taille de I'impact.
Cependant, la densité d’énergie devra étre suffisamh élevée pour exciter les constituants

atomiques vaporisés des bactéries.
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IV.5.6.1. Analyses sélectives LIBS du systeme diphasiquelmuc

bactérienne-gélose

> Parameétres d’analyses LIBS

» Laser Quantel CFR 200 : pulse de diamétre 5 mnanddr ns et d’énergie valant 135 mJ

» Distance focale de la lentille=65 mm

» Distances : fibre optiqgue HCG1000/plasma=5 mm ~+d-tdptique/surface= 0 mm — point
focal/surface (FTSD)=variable de -1 a +1 mm pard¢e,5 mm

« Densité énergétique au niveau du plan focal vadant? a 6 16" W.cm™?

* Monochromateur THR1000 avec réseau a 300 traits/mm

» Détecteur iCCD : gain maximal (255), délai avarguasition = 1 us, durée d’acquisition =
20 ps

>  Choix d’'un marqueur spectral

La figure 1V-39 de la page 183 illustre les diffiéces d’intensités d’émission des raies du
calcium a 393,366 nm et a 396,847 nm entre la aodelbactéries et sa gélose support.

Les deux raies du calcium sont choisies pour @jggn la couche bactérienne de la gélose. En
faisant varier la densité d’énergie au point focdlleest possible d’ablater plus ou moins

profondément la surface de la couche de bactéridasgélose. Le but est alors I'ablation

sélective de la seule couche de bactéries.
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figure 1V-39 : Détails du spectrogramme de la figlv-38 illustrant I'intensité des raies du calcian393,366

nm et a 396,847 nm entre la couche bactérienfadiius atropheut sa gélose de culture. Parameétres
LIBS : LIBS : pulse d’énergie 100 mJ et densiténggie de 4,7 1 W.cm? délai avant acquisition égal & 1
us et durée d’acquisition égale a 20 us

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 A
10000 A

5000 -

Intensité nette Ca (Il) a 393,366nm (coups)

IV.5.6.2.

—

Influence du paramétre FTSD sur la profondeur éblat

pour le systeme diphasique couche bactériennegélos

HH

Ogélose + bactéries Ogélose seule

N

-0.5 0

0.5 1

Distance longueur focale-position échantillon (mm)

figure 1V-40 : Evolution de l'intensité de la rade Ca a 393,366 nm selon la distance entre la @ngocale
de la lentille et la surface de boite de Pétri estevou non d’'une couche Bacillus atropheusl’épaisseur
égale a 100 um. Parametres LIBS : pulse d’énefiarl] avec diverses valeurs de densités énerggtitpue
1,2 & 6 18" W.cm?, délai avant acquisition égal & 1 ps et duréequisition égale & 20 ps

La variation de la FTSD entraine une ablation glusnoins importante de la surface (gélose

et/ou couche bactérienne selon les cas) car lenplast plus ou moins dense en énergie au
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niveau de la zone d’impact. L'évolution de la rae calcium est directement reliee a la
présence ou non de bactéries.

Pour les FTSD>0, peu de signal émissif est meslardéait de considérer des FTSD positives
induit la formation d’'un plasma sur la surface etrveau de la phase aérienne au-dessus de
impact : I'onde de choc de ce plasma vient pérurla surface molle en éjectant de la
matiére. La focalisation du pulse laser sur undasar apparait d'autant plus cruciale et
importante que le matériau est hétérogene (couatigienne sur gélose) et fragile.

IV.5.6.3. Choix du paramétre FTSD pour une ablation sélective

de la couche bactérienne

La validation du choix de cette valeur de FTSD égal-0,5 mm est vérifiée en suivant
I’évolution des intensités de la raie du Ca sur mnéene position.

30000 -

T O gélose et couche bactéries
25000 A J_

20000 A

15000 A Ogélose seule

10000 -

H

L e e s

4 5

Intensité nette Ca (Il) a 393,366nm (coups)

numeéro de tir

figure IV-41 : Evolution de l'intensité de la radel Ca & 393,366 nm selon le numéro du tir sur uéi@en
position de gélose couverte ou non par une couatigtienne d8acillus atropheusParamétres LIBS : pulse
d’énergie 135 mJ densité énergétique de 2:3\W0cni?, délai avant acquisition égal & 1 ps et durée
d’acquisition égale a 20 us
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La couche de bactérie est si fragile qu’un tir lageparvient a la traverser avec la plupart
des valeurs de FTSD considérées. Le choix d'une FDS&gale a -0,5 mm est adéquate. Un
seul pulse laser induit & 135 mJ permet I'ablatiorde I'intégralité de I'épaisseur de chaque

couche bactérienne.

IV.5.6.4.

Caractéristigues du profil d’ablation

Le choix d'une FTSD égale a -0,5 mm permet I'ablatsélective de la couche de bactéries par

rapport a sa gélose support. A l'aide d’'une camaralogique doté d'un puissant zoom

permettant un agrandissement adapté, le profilatdation est caractérisé par la forme d’'un

cratere dediametre D égal a 200 um envirorgcf. figure 1V-42) :

Couche
homogene de
Bacillus
atropheus

Cratére induit par
interaction
plasma-couche
bactérienne avec
zone +
thermiquement
marquée

Gélose seule

(@)

Cratére issu de
I'interaction du

plasma sur la

(b)

figure 1V-42 : Photographies du cratére issu dediaction entre un plasma et la couche bactéridaBacillus
atropheusd’épaisseur 100 um. (a) aspect de cratere nomiggtiterme de profondeur ablatée — (b) diametre
200 um d’un cratere avec un contrdle de I'ablatiertoute la couche épaisse de 100 um

de

L'ablation est donc controlée et calibrée en épaissar (100 um) et diamétre (200 um) de

couche bactérienne ablatéelLes analyses LIBS des couches bactériennes sosegéont

représentatives des seules bactéries du systerseodgne gélose-couche bactérienne. Ce

réglage est déterminant car pour des conditionsulteres bactériennes analogues a celles

utilisées ici, des analyses de routine sur dedefgports sont envisageables. Cette procédure

permettra également de définir le cahier des ckadgedémonstrateur opérationnel objet du

dernier chapitre du rapport.
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IV.5.7. Spectrogrammes _réduits du systéme diphasique couche de

Bacillus atropheus sur gélose

» Laser Quantel CFR 200 : pulse de diametre 5 mng, & d’énergie valant 135 mJ (voltage
de la lampe flash = 7,5 V)

+ Distance focale de la lentille=65 mm

» Distances : fibre optique HCG1000/plasma=5 mm —e~iptique/surface=0 mm — Plan
focal/surface (FTSD)=- 0,5 mm

« Densité énergétique au niveau du plan fo€aB:10* W.cm™

» Spectrometre large bande Echelle avec fibore HCQ 180 monochromateur THR1000
avec réseau 300 traits/mm pour une meilleure siitésitlans I'Ultra-Violet <300 nm)

> Détecteur iCCD : gain maximal (255) ; délai = 1t slurée d’'acquisition = 20 ps

» Mode d’acquisition : spectre moyennée de 5 séfigsglasma par spectre

IV.5.7.1. Spectrogramme couvrant la région 383 a 423 nm
45000 4 )
Ca(l)393366  —— Bacillus atropheus sur gélose TSA
40000 4 )
— Gélose TSA vierge
35000 - Ca (I) 396,847
’(;)\30000 E
o
>
8 25000 4
N
N}
=
8 200001 bandes
9 violettes CN
£ 15000 4 386,14 Ca(l)
387,17 422,673
388,34
10000 4
5000 4

383 388 393 413 418 423

398 4;)3 4(')8
Longueur d'onde (nm)

figure IV-43 : Détails d'un spectrogramme Echelle ks zone spectrale 283 & 423 nm. Paramétres LBi&e
d'énergie 135 mJ et densité d’énergie de 2;3 M0cm?, délai avant acquisition égal & 1 ps et durée
d’acquisition égale a 20 us

La figure IV-43 met en évidence des teneurs tré@réntes en calcium entre la couche de

Bacillus atropheuset la gélose TSA seule. La présence de calciumuantités importantes
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semble directement issue des parois bactérienciessren élément Ca — et Mg — complexés a
des protéines membranaires comme décrit au délehahitre présent.

La présence de raies violettes du systéme CN ignire 1V-43) est indirectement liée a la
présence des nombreux composés cyclo-aromatiqnetitoant les matériaux biologiques des

bactéries et de I'interaction avec I'atmospheréraeail (air ambiant), cf. page 159.

5000 1 .
CN 388,34 —— Bacillus atropheus

sur gélose TSA

CN 387,17 —— Gélose TSA
vierge

CN 386,14

Intensité (coups)

T T T T T T T T T J
383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393

Longueur d'onde (nm)

figure 1V-44 : Détails de raies CN issues d’'un spmgramme Echelle sur la zone spectrale 383 a 883 n
Paramétres LIBS : pulse d’énergie 135 mJ et ded&tgergie de 2,3 THW.cm?, délai avant acquisition égal &
1 us et durée d’acquisition égale a 20 ps
L'utilisation du logiciel LIFBASE permet d’approxien la température d’excitation des raies
CN. La valeur trouvée (environ 6500 K, cf. page #863ANNEXE V) confirme la température

importante du plasma lors de I'existence des maielgculaires CN.

IV.5.7.2. Spectrogramme couvrant la région 762 a 772 nm

Le potassium est détecté sur les bactéries etpsitariori absent de la gélose. La présence de
potassium semble provenir directement du conteterrnia cytoplasmique des bactéries. Les
concentrations en potassium — de méme que cellphasphore — sont mutuellement régulées
a l'intérieur de la bactérie qui lui permet de duttcontre les variations de la pression

osmotique.
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7000 1 —— Bacillus atropheus sur gélose TSA — Gélose TSA vierge

K (1) 766,490 nm

K (1) 769,896 nm

762 763 764 765 766 767 768 769 770 771 772

Longueur d'onde (nm)

figure IV-45 : Agrandissement du spectrogramme Helsair la zone spectrale 762 a 772 nm. Paramétres
LIBS : pulse d’énergie 135 mJ et densité d’énedgi®,3 16" W.cm?, délai avant acquisition égal & 1 us et
durée d'acquisition égale a 20 ps
IV.5.7.3. Spectre a bande réduite (246 & 286 nm) de la calehe

Bacillus atropheusur gélose TSA

Faute de sensibilité suffisante due a la faibleonép du spectrométre Echelle associé au
détecteur iCCD, le monochromateur THR1000 dotéédeau a 300 traits/mm est ici employé
pour amplifier les émissions dans le domaine dguenrs d’ondes inférieures a 300 nm.

La figure 1V-46 indique la présence importante debone et de magnésium dans les bactéries
vis-a-vis de la gélose TSA.

La présence de la raie du phosphore P a 253,56@&anfirme a posteriori le caractére
spécifiqgue de cet élément dans les bactéries. Bldlgptimisation des parametres laser et du
détecteur iCCD, la raie de P demeure faible en epaigon avec le cas des pastilles séches de
bactéries compressées. La présence de I'eau ebiladra quantité de matiere bactérienne
peuvent expliquer cette moindre émissivité de ia da P, d’autant plus que cette raie est peu

émissive avec notre dispositif expérimental.
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figure 1V-46 : Spectrogramme bande réduite 246&r2& obtenue avec le monochromateur THR1000 doté du
réseau a 300 traits/mm. Parameétres LIBS : pulseedige 135 mJ et densité d’énergie de 23 W0cm?, délai
avant acquisition égal a 1 us et durée d’acqursiigale a 20 us

IV.5.7.4. Bilans sur les compositions de la nappe BiExillus

atropheuset de la gélose TSA

Eléments
associés aux Raies en nm Bacillus atropheus sur gélose T|SA ed&A seule
raies
C 247,856 + -
393,366
Ca 396,847 ++ -
422,673
P 253,560 +
279,553
Mg 280,270 ++ -
285,213
588,995
Na 589,552 * *
766,490
K 769,896 *
386,14
CN 387,17 ++
388,34

tableau IV-11 : Composants des coucheBalgllus atropheusultivées sur gélose TSA. Légendet.et+ =
quantité tres importantes ou notable du compeséfaible quantité du composé dans un échantilkmrapport
au second échantillon
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La composition de la gélose TSA présente des élismmiméraux. Par comparaisddacillus
atropheusse distingue cependant de la gélose TSA par desiite élémentaires importantes,
voire spécifiques, Ca, Mg, K et P directement li@es composants de la structure interne (Ca

et Mg des parois) ou interne (K et P du contenomgsmique).

IV.5.8. Quantification du nombre de bactéries analysées par chague

plasma

Cette partie a pour objectif de calculer le nomteebactéries analysées par chaque tir laser,

c’est-a-dire présentes dans la bulle plasma preduit

IV.5.8.1. Approche géomeétrique

Les observations effectuées précédemment lorsatoqmie de maitrise de I'ablation sélective
de la couche bactérienne sur la gélose (cf. IV.pa&ge 181) ont permis de déterminer
I'épaisseure (environ 100 um) et le diameti2 (environ 200 um) du cratére induit par
l'interaction plasma-couche bactérienne homogene.aHoptant un modéle d’ablation en
calotte de révolution sphérique, nous pouvons aqmer la quantité de matiere ablatée selon
la figure IV-47.

D = 200 um
Couche
Volume hom,o_géne
ablaté bactérienne
Gélose

figure IV-47 : Schéma du profil d’ablation en cadotle révolution sphérique de la gélose recoustea fine
couche de croissance bactérienne d’épaisseur dan¥D0 pm

Si le cratere est en forme de calotte de révolusiphérique de diameti® = 200 pm et
d’épaisseue = 100 um (profondeur estimée pour une densitéetipa de 2,3 18 W.cm?), on

calcule un volum& ablaté de :

Vv :%mw @—[éﬁTEﬂ%—e) [(eD—eZ)J =2,09.1¢ cn?® équation IV-8

La problématique réside désormais dans la compaogiie ce volume ablaté :

1. Nous connaissons la quantité de bactéries dépasdasstant t = 0 avant la phase de

croissance bactérienne durant 24 heures. Une tfidgi = 1,4 18 bactéries a été
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uniformément déposée sur une gélose de diardétigede 8,5 cm, d’ou une concentration

surfaciquec :

c=N, /(2 x (dogoe)?) = LALL0° /5675= 2470107 bactériesm

2. L’ablation LIBS induit un cratére de diametre me&sde 200um, donc a I'instantat =0 la
surface de gélose présentait la qua1ti>l<é2><(200ElO“‘cm)2 = 7,76[10%bactéries.c.
3. Entre t = 0 et t = 24 heures qui est l'instant dealyses LIBS, les bactéries se sont

développées de facon complexe et difficilement tjfiable. Dans le cas extréme, nous
pouvons supposer que I'ensemble du volume ablateepssenté par des bactéries. Dans

ce cas, si une bactérie est assimilée & un cylihelr®lumeV pacsric €gal & 2 pr(ct. figure

IV-10, page 141), le volume V ablaté contiendrditrs|V/V, ... = 10°| bactéries. Cette

hypothése apparait cependant trop forte car il néstessaire de prendre en compte
«|'espace vital» entourant une bactérie. Pour des questions dditéadt de mobilité, la
distance entre deux bactéries est imposée parrdesgsus de transfert de matiere@H
CO,, éléments nutritionnels, etc.). L'existence de espace vital pour les formes
veégetatives les distingue des formes sporuléesoessitant pas d’'un tel espace. Dans ces
conditions, il est raisonnable de doubler les disimrs de chaque bactérie pour tenir

compte de cet espace. La conséguence est quallaerale la bactérie py.rie€St décuplé,

d’oll le nouveau rappoi/10V, .= 10°|

= A ce stade des calculs et avec les hypothésesdsradoptées, la quantité de bactérids

analysées serait donc comprise entre environ 1@t 1. Ces valeurs semblent néanmoins

trés importantes : il n'est pas tenu compte de laature particuliere de I'interaction entre

un plasma générant une onde de choc et la naturelifi@ée et fortement agueuse de la

couche bactérienne sur la gélose.

4. Une nouvelle approche géométrique est alors emee@n tenant compte a la fois du
nombre de bactéries présentes dans le plasmaceaidue réellement ablaté par rapport au
diametre de la tache focale irradiant la surfalzeFr SD de -0,5 mm considérée.
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a. Quantité de bactéries contenues dans le plasma ihdur la couche bactérienne

sur gélose

Nous supposons que le volume du plasma est exelasint composé des atomes des bactéries
assimilables chacune & un cylindre de volume 2, jden densité égale & 1 (similaire 3 et
donc de masse égale a 2'1@. Le but est de calculer le nombre de bactérésemtes dans un
plasma de température 20 000K et de taille milligge (volume de 5,43.10dn?, cf.
équation 111-3, page 95).

En tenant compte du facteur d’expansion pour I'dans I'air entre la température ambiante
initiale de 298K et celle du plasma approximée Q0K (égal a 67,2 et établi avec I'équation
1-6, page 96), une mole d’eau dans I'air représam volume de 24 direnviron & 298K et
une masse de 18 g, alors a 20000K (température ldeama), 1 drh représente
18/(24x67,2)=1/90 g.

Ainsi, un plasma de volumé = 5,43.1¢ dn? constitue une masseo d’eau de V/90=6.18g.
Connaissant la masse d’une bacténigceic = 2x10™ g, cette masse d4@ représenterait :

Mo/Mpacterie = 3.10" bactéries

- Cette valeur apparait inférieure d’environ un faceur 10 a 16 par rapport aux

premieres hypothéses précédentes. Pour I'expliqueil est nécessaire de comparer |

D

diameétre expérimentalement observé et celui prévihéoriguement.

b. Comparaison entre le diametre du faisceau laser darsurface d'impact et le

diamétre du cratére mesuré expérimentalement

La partie 1.6 en page 44 rappelle comment est Ealeurayon du faisceau au point d’impact
avec le diametrel du faisceau incident (d=0,527 cm), la focélde la lentille (f=6,5 cm),
I'écartx entre le point d’'impact théorique et le plan deaftsation réel, et le rayon r = a/2 de la
tache focale a FTSD = -0,05 cm (valeur optimisédr s géloses bactériennes)

Pour nos conditions expérimentales et pour une FASED,05 cm : longueur d’'onde du laser
2=1,064.10¢" cm ; distance focale de la lentifle65 mm et diamétre du faisceau lade,527
cm. Le diamétre du faisceau au foyer vaut aloas3,2.10°cm. La distancex=8.10° cm est
déduite pour obtenir les valeurs derayon du faisceau au point d'impact : 5,221n, soit un
diamétre de faisceau de 104 um.a figure IV-48schématise I'interaction laserdeade Pétri :
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, Faisceau laser Nd :YAG  Zone expliisee par
Zone expulsée par impact thermique et
Fonde de choc du Lentille plan convexe R potentiellement
plasma et < > transformée en
correspondant au plasma et
volume correspondant au
macroscopiquement volume
. qbserve ; spectralement
Diameétre = 200 pum observé
Quantité de bactéries Quantité de bactéries
calculée : 104 1G calculée : 5x16

Couche
bactérienne

Gélose

= = = = —py
Diameétre tache
focale=100 pr

M = = = e e = = = = >
i Diamétre expérimentalement;
observi=200un '

figure 1V-48 : Schéma illustrant le diamétre exp@&ntalement observé et celui correspondant a e ticale
du laser. Les quantités de bactéries contenuesctiansin des plasmas sont également indiquées.

Entre les deux surfaces considérées (diametraidoefiu laser a I'impact = 104 um ;
diameétre expérimentalement mesuré = 200 um enviterrapport des diamétre est de 2, soit

un rapport des surfaces de2. L'épaisseue ablatée est commune : 100pm.

Dans ces conditions, la valeur du rapport égal a de rapproche a un ordre de grandeur

prés du niveau des quantités de bactéries analyséms les couches de gélose :

quantitédebactériepotentielementprésentedansecratéreablaté 10* a10°
quantitédebactérieprésenteauniveaudel' impactdufaisceau 10 a10?

=10* a10"

En I'état actuel des mesures et des modeles, diffteence de un a deux ordres de grandeur ne
peut étre appréhendée tant que I'on n'aura pasmliée si les bactéries émissives proviennent
de la zone ablatée par la tache focale du faistzessn ou de celles présentes dans le cratere

expérimentalement observé.
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IV.5.8.2. Approche spectroscopique

Y

Dans le chapitre Ill, des courbes d’étalonnageétdtétablies pour les éléments Ca, Mg et Na.
Une possibilité serait d'utiliser ces courbes endppliquant aux intensités de raies Ca, Mg ou
Na mesurées pour la quantité approximées de volamlaté. Nous considérons le
spectrogramme de la figure IV-49 mesuré avec le TR sur la couche dBacillus
atropheuscultivé sur gélose TSA. Les paramétres utilisésétd optimisés pour une détection
optimale des intensités des raies P, et C notamment

La figure 111-15 de la page 110 donne I'équatioRr1® de la droite de calibrage pour I'élément
magnésium avec la raie Mg(ll) a 279,553 nm et seloprotocole présentant des conditions

particuliéres (énergie de pulse : 100 mJ, densiéégétique = 4,7 TOW.cm?, etc.) :

Iy, = 70107 x atomesieMg parmm’ devolumedeplasma équation 111-19
55000 - Mg(ll) 279,553
50000 A . N Mg(”)
— Bacillus atropheus sur gélose TSA 280,213

45000 -

40000 -

35000 -

0
o
3 30000 4
(&)
] Img 279,553nn~ 52000 coups
% 25000 -
2
9 Mg(l) 285,270
£ 20000 -

15000 -

C(1) 247,856 Ip 253,560nm"'3000 coups

Ibruit ~ 150 coups (écart
type d’environ 5%)

10000 4

5000 4 P(1) 253,560 /
o4 I ‘Amﬂﬂ$l.ﬁ.. VU VST O BV Y B Joat i Lotk i | MMW

246 251 256 261 266 271 276 281 286
Longueur d'onde (nm)

figure 1V-49 : Spectrogramme bande réduite 246&r28& obtenue avec le monochromateur THR1000 doté du
réseau & 300 traits/mm. Paramétres LIBS : pulseedige 135 mJ et densité d’énergie de 2,3 Wcm?, délai
avant acquisition égal a 1 us et durée d’acquisitigale a 20 s, gain maximal (255)
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Une possibilité serait d'utiliser la valeur de témsitél vy de la raie de Mg a 279,553 nm pour
aboutir a la valeur initiale de matiére échantitiéa et dondn fine a la quantité de bactéries
présentes dans le plasma. La figure 1V-49 de la @@y indiqud y;=52000 coupsd’ou la

quantité d’atomes Mg égale & envirdd2x16° par mm® de volume élémentaire de plasma,

sous I'hypothése forte d’un transfert d’énergieiksiite d’un plasma vers une surface ou vers
un aérosol. Le tableau V-5 de la page 145 perraetahvertir cette quantité en nombre de
bactéries de typBacillus correspondantesentre 10 et 2.10.

Cette quantité apparait en accord avec le modaldation établi précédemment et concluant a
des valeurs légerement supérieures jusqu’a un delgrandeur. Dans le cas des bactéries sur
gélose une moindre quantité de matiére serait s@alpar rapport a I'analyse des particules
d’aérosols : un effet de matrice semble donc imeirv Les courbes de calibrage ont été faites
sur de la matiére particulaire suspendue dans. Iéns le cas des bactéries sur gélose,
l'interaction plasma-couche bactérienne est difftseavec davantage d’eau et la mollesse du
matériau perturbant le couplage faisceau-bactéstgsar corollaire diminuant les quantités de
matiére ablatée.

- A un facteur correctif pres tenant compte de I'efét des matrices (a définir), les droites
de calibration établies pour les aérosols inertes ud chapitre 1ll permettent donc
d’approximer indirectement les quantités de bactées détectables dans chaque plasmga.
Le modéle d'ablation des couches bactériennes etsleobservations expérimentales

indiquent qu'environ 10° bactéries sont analysées par chacun des plasmadiiits.

IV.5.8.3. Applications : sensibilité en phosphore provenaat d

Bacillus atropheusur gélose

La figure 1V-49 permet de préciser la sensibilite¢ élément phosphore provenant d’un
matériau bactérien tel qiacillus atropheus.

D’aprés les intensités des raies d’émission rekeetda gamme de bactéries présentes dans le
volume ablaté sur les boites de Pétri (envirohtidktéries analysées par chacun des plasma
interagissant avec la couche bactérienne sur géllaseaie du phosphore P a 253,560 nm est
donc représentative de cette gamme de quantitéad&ries, d’'ou I'équivalence linéaire

résumée dans le tableau I1V-12.
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Quantité deBacillus atropheus
provenant des couches bactériennes|sur
gélose détectée par chacun des plasmas

Quantité de bactéries présentes dans le volumg&abla 16 - 10

P (253,560 nm) | Mg (279,553 nm)
Intensité de la raie (en coups)
3000 52000

Intensité d’émission correspondante pour une dsadérie si
modéle linéaire d’émissivité pJs3 seonmproportionnelle a la quantite 3-0,3 52-5,2
de bactéries analysées

Ipwit: iNtensité du bruit spectral (en coups) 150
Niveau d'acceptation d’une raie : critere IUPACX Byt 300
Quantité de bactéries émissives pour atteindre lgitére IUPAC 107 - 16° <10 4 <16

tableau IV-12 : Extrapolation des quantité minimadebactérie de type Bacillus détectable par reytseeme
LIBS selon un modéle d’équivalence linéaire desrisités de la raie de P a 255,560 nm
Précédemment, nous avons établi qu'une quantitéadtrie approximée a i @était présente
dans le plasma lors de I'ablation des couches hant¥es sur gélose. Le tableau IV-12 indique
une valeur del0' bactéries devant étre présentes dans le plasma pour obskerer La
nécessité d’accumuler de la matiére bactérienneblsegtre la solution pour détecter le
marqueur P issu d’échantillons bactériens tréedjltels le cas des aérosols. Le recours a des

filtres semble donc inévitable.

IV.5.9. Classification de différentes couches bactériennes par analyse en

composantes principales

IV.5.9.1. Parametres LIBS et préparations des données

Trois types différents de bactérieBagillus atropheus Macrococcus equipercicuset
Escherichia coli sont cultivés de facon analogue sur la gélose. TSA

Les analyses LIBS sont effectuées de la méme fggtauparavant a t =24heures et a t = 48
heures, soit sur deux journées. 20 tirs sur desiqus différentes de la gélose sont effectués
pour chaque type de bactéries, soient 20 spectesigiure d’échantillon sont obtenus. En
utilisant des régions spectrales englobant lesities des 15 raies du tableau 1V-11, page 189,
une matrice de données est obtenue avec, en kgné3 intensités nettes relevées pour les

observables en colonnes.
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IV.5.9.2. Représentations des spectres réduits a 15 obsesvabl

sur les 3éres composantes principales

10F----~- [ [ [ [ [ B
| | | | | !
| | | | | t
Escherichia colia hr | | | | |
%—}» | | | | | I
t=24 heures et a Sf%gﬁ%% fffff oo oo e oo e
t=48 heures T | | | | |
| | | | + | |
| | | | HH + |
o F T y T T l””ﬁ;&f’”ﬁ ””” Macrococcus
o 1 1 1 l " ¥=——_ equipercicus
| | | | | | < —
| N E— S E— R B IR a =48
I I | I I I heures
| | t
| 1 l Bacillus atropheus [’
A0F - - - - - === = - at=24 heures eta |1
l l l l
| | | |
| | | T T T |
_15 1 1 1 1 1 1 |
15 -10 5 0 5 10 15 20
c1

figure IV-50 : Analyse en composantes principaleSR) illustrant la richesse des informations damspectre
LIBS non limitée a quelques longueurs d’onde.llAICP est appliquée a tout le spectre. Chaque migstgne
un spectrogramme. Paramétres LIBS : pulse d’énéRfiemJ et densité d'énergie de 2,3'M.cm?, délai
avant acquisition égal a 1 us et durée d'acqursiigale a 20 us, gain maximal (255)

Comme précédemment, selon la nature de la bad&sispectres se regroupent ensemble pour
permettre une classification des échantillons. hastéries sont classées selon leur nature pour
Escherichia coliet Bacillus atropheusjuelque soit la durée de culture.

Cela n’est pas vérifié powacrococcus equipercicusa raison de cette déviation entre 24
heures et 48 heures de temps de croissance esilalifi établir étant donné qu’aucune
pollution n’est venue enrayer le développement delures bactériennes similairement

conservées :

» L’analyse des spectres montre des quantités plperiante de minéraux (Ca, Mg, Na par
exemple) détectés dans les bactéries a 48 heuresppart a 24 heure.

» De plus, nous constatons un léger changement ke @es bactéries lesquelles présentent
une couleur plus sombre a 48 heures par rappeattee@res : des bactéries semblent étre en

train de dépérir.

La possible explications avancées est que ces rlemctént atteint le maximum de leur
développement en épuisant les nutriments de lsgdlbou la concentration plus importante
en minéraux a 48 heures comparée a 24 heureshatdéries — faute de milieu nutritifs —

commenceraient a dépérir, ce qui explique les atraegt de couleur.
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Quoigu’il en soit, 'analyse de milieux vivants dejue les bactéries demeurent délicat car
l'activité métabolique influe sur les quantités égriments, et donc d’éléments assimilés. Le
phénomeéne est moins prononcé pour P, ce qui confliimérét du phosphore comme vu
précédemment. La conception de bases de données élew effectuées dans des conditions
tres précises en termes de durée de croissanan@itions de conservation avant analyses
LIBS.

L’ACP prouve cependant encore une fois ses potaétiapour exploiter la richesse des
données spectrales de toutes les raies des speactrngs de la LIBS. L’ACP classifie les
bactéries selon leur nature. L'indépendance du semiepcroissance est méme mise en évidence

pourBacillus atropheugt Escherichia coli

IV.5.10. Conclusions sur les cultures bactériennes sur gélose

La LIBS détecte les marqueurs spectraux spécifigadsactéries cultivées sur gélose.
Cette étude a également permis de quantifier le#tels de détection selon les éléments

constituant les bactéries. L'analyse des nappe®tieanes sur gélose met aussi en lumiéne la
moindre quantité de matiere disponible par rapgoxtcas des pastilles bactériennes.
Néanmoins, méme si le nombre de marqueurs specthanixue, des méthodes d’analyges

multivariées des données permettent d’avoir acoestaines caractéristiques intrinseques de la
nature des bactéries.
Les aérosols représentent désormais le derniea tiaster concernant la forme de dispergjon

possible des bactéries.

IV.6. ANALYSES DE FLUX D’ AEROSOLS BACTERIOLOGIQUES

Ces résultats ont fait partiellement I'objet d’upeblication suite au congrés internationale
High Temperature Plasma ProcesseS fvec attribution d'un prix étudiant pour la
présentation orale reli€gL06]

IV.6.1. Objectifs

Les aérosols sont I'état physique courant des él&snbiologiques aériens analysés dans
'environnement. L'analyse spectroscopique paetdhique LIBS a été adaptée a I'analyse de
particules solides sous forme d'aérosols. Cettehou&t de détection est particulierement
adaptée a I'analyda situ et en temps réel des échappements de particutedliquies retenues

par un filtre. Elle se trouve étre un moyen tréble pour la caractérisation d’émissions

toxiques industrielles.
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Dans le but de valider le précédent protocole, raounsidérons des échantillons représentatifs
de situations opérationnelles. Des analyses LIB® sffectuées directement sur des courants
de particules bactériennes. Des interférents salineométriques sont simultanément dispersés

pour simuler un bruit de fond atmosphérique.

Les objectifs a atteindre sont :

1. Appréhender le couplage de la LIBS sur des bactéiseaérosolisées en terme de

détection de margueurs.Les aérosols bactériens représentent le cas aérel typique

dans le cadre d’'un épandage d’armes bactériologidieechapitre Il a illustré les limitgs
de l'actuel systéme d’échantillonnage des partgpler les plasmas successifs en termg de
quantités peu importantes d’interaction plasmaiqae(s).

2. Exploiter les margueurs spectraux détectés a desnf idéales de classification dels

divers échantillons particulaires interagissant ave les plasmas induits A l'instar de

'analyse des microgouttelettes calibrées et dedébas en pastille ou sur gélose, @les
informations utiles peuvent cependant étre exsaitersque linteraction plasma-

particule(s) se produit.

IV.6.2. Préparation des échantillons

= Nature des bactéries

Pour simuler des suspensions aériennes de bacpatesgeneBacillus anthracis (BA)
causant la maladie de I'Anthrax, deux bactérigscillus globigii (BG-1) et Bacillus
thurengiensis (BT) non pathogénes sont utilisées pour leurs sirdiisu en termes de
compositions élémentaires et propriétés aérodynssigt morphologiques par rapport a BA.
Elles sont fournies par le service de microbioladjieCEB et issue du souchier bactérien dudit

centre selon la liste du tableau IV-13.
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AGENT PATHOGENE AGENTS SIMULANTS

Bacillus globigii (BG-1)
souche n°93/29 CEB/Pasteur

£zt

ds

Bacillus anthracis

_Fal:on

i.lw/

Bacillus thurengiensis(BT)
souche 97/27 CEB

tableau IV-13 : Référence des deux bactéries égiisous forme de courants particulaires issugludigation
ultrasonique et photographies des suspensionsiéguiontenant 2®actéries d8acillus globigii(souche CEB
93/29 a droite) ou dBacillus thurengiensigsouche CEB 97/89 a gauche)

=  Forme des bactéries étudiées

Chacune des deux bactéries a été initialementvégltilans des conditions similaires et selon

les procédés classiques de microbiologie suiviSEB :

0 Culture pendant 24 heures en suspension dans miliewtritif & dominante organique
(type 2YT, cf. tableau IV-9, page 168)
0 Mise en suspension dans une solution tampon d’eagidnisée pour conservation

o Obtention de 50 mL de suspensions contenam€’ bactéries.mL*

Deux suspensions d&G-1 et BT — initialement sous forme végétative — sont atmsmises a
des conditions de stress qui les forcent a sporuésr protocoles microbiologiques nécessaires
a la sporulation impliquent des conditions de coratens séveres (baisse de température,
absence de nutriments) pour obliger les bactémeBadillus a se contracter et a former une
coque protectrice externe. Une suspensiogdest conservée a I'état végétatif.

=  Mode de dispersion

Au moyen d'un nébuliseur, les bactéries sont sudpem sous forme de gouttelettes
micrométriques dans un circuit clos connecté au-taimel aérodynamique du Centre d’Etude
du Bouchet. Une buse isocinétique est liée au taimiel et préléve des particules biologiques
suspendues pour les envoyer vers le réacteur aéyasbls » du dispositif LIBS. Un

granulomeétre APS (modele TSI 3320) est connectEpdie de réacteur pour a la fois mesurer
la granulométrie des particules et les aspirerLanin™. Les concentrations obtenues sont de

I'ordre de100 particules par cni.
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IV.6.3. Parametres d' acquisition

Laser utilisé : CFR 200 cadencé a 1 Hz — Energipulise = 100 mJ

Réacteur utilisé : chambre pour particules

Distance focale de la lentille = 30,7 mm

Distances : fibre optique/plasma = 5 mm — Poinalscrface (FTSD)= 0
Densité d’énergie induite & la position de formatio du plasma = 2 16* W.cm?
Spectromeétre utilisé : Andor Mechelle avec détadte@D Andor iStar WR
Délai avant acquisition = 1 us et durée d’acquisitr 20 us

Nombre de tirs par série = 100 — Nombre de plassnapectre = 1

Nombre de séries par type d’échantillon = 1

V V V V V V V V V V

Traitement ACP de chaque spectre brut

IV.6.4. Spectrogrammes large bande spectrale

300000 ~ o
777 nm

250000 +

200000

C 833,515
150000

intensité brute (coups)

100000 - H, 656,279

50000 1 715 nm
dduu

0 T T T T e S !
0 200 400 600 800 1000 1200

figure IV-51 : Spectre d’un tir laser sur I'air @ronnant les particules. Paramétres LIBS : pulémeigie = 100
mJ, spectrométre large bande de type Echelle alacalant acquisition = 1 us et durée d’acquisitic?0 ps.
Nombre de tirs par série = 100, nombre de plasmapectre = 1, nombre de séries par type d'échamtd 1
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K
300000 766.490 o

769.896 nm ‘7,77 nm

250000 -

200000 -

C 833,515
150000 - Na
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Call 589.592 nm
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100000 -

H, 656,279
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715 nm
50000 -
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figure IV-52 : Spectre d’un tir laser sur une disgpen de Bacillus globigii n°1. Paramétres LIBSulge
d’énergie = 100 mJ, spectrométre large bande deHEgphelle avec délai avant acquisition = 1 ps edelu
d’acquisition = 20 ps. Nombre de tirs par séri€d8,lnombre de plasma par spectre = 1, nombre ds sgr
type d’échantillon =1

IV.6.5. Liste des marqueurs détectés

Comme pour les expériences faites avec des pasiadlines et présentées dans le chapitre
précédent, une détection discrete des particuléseptes ou non au sein du plasma est

observée. Pour chaque type d’échantillon dispedséix types de spectres sont obtenus

représentatifs ou non d’une interaction plasmakpdet(s). Tous les spectres sont caractérisés
par les raies élémentaires issues des particubsgpies dans le plasma. Comme observé sur la
figure IV-51 et la figure IV-52, en plus des raissues de I'air environnant les particulils

et O essentiellement), les éléments suivants sont éétec

Eléments détectés

Longueurs d’onde correspondantésm)

Magnésium (atomique et ionique)

279,553 - 280,270 — 285,213

Calcium (atomique et ionique)

393,366 — 396,847

Sodium (atomique)

588,995 — 589,552

Potassium (atomique)

766,490 — 769,896

Carbone (atomique)

833,515

tableau IV-14 : EIéments détectés par LIBS suctegants de particules bactériennes
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IV.6.6. Discussion
Les éléments détectés\vig, Ca, Na, K et C — sont liés a la nature des particules ptésen

IV.6.6.1. Absence de raies du phosphore

Contrairement a I'analyse de bactéries sous form@asktilles massives faites dans la partie

précédenteaucune raie_du phosphore n’est détectédPlusieurs raisons peuvent expliquer

cette absence :

1. Quantité faible de matiere détecté I'absence de raies du phosphore semble directeme

reliée aux faibles concentrations particulaires O(1farticules.ciil). La quantité de
particules au sein de chaque plasma lui-méme dle taillimétrique (environ 1 mrh
soient 10° cnt) atteint alors des valeurs maximales de 0,1. @nme vu précédemment, il
faudrait 10 & 1G bactéries présentes a l'intérieur du plasma pbsewer les raies du P.
Dans le cas des pastilles bactériennes pures ebdwmas précédemment analyseées, le
matériel biologigue était en quantité tres impdeganomparé a la quantité d’analytes
contenu dans une bactérie isolée sous forme dasale

2. Faiblesse de la courbe de réponse du détecteur iCOBIlié au spectrometre Echelle

pour_les longueurs d'ondes inférieures _a 300 nmCe phénomene est aggravé par

'impossibilité de contrdler la position de la panie au sein du plasma, et donc la quantité
de matiére maximale vaporisée et excitée par knmaDe méme, aucune accumulation de
plasma sur un méme spectre n’est possible pourifeengle type de raies car I'échantillon

bactérien est détruit par le premier plasma.

Le fait de ne pas observer le P est uniquementudirabléme de sensibilité du spectrométre

large bande dans I'UV, domaine de longueur d’'ondelibsphore (253,560 nm).

IV.6.6.2. Conclusion sur le faible nombre de raies détecsées

'analyse LIBS d’aérosols bactériens

Méme si les teneurs &g, Na, Mg, K, C sont faibles en valeurs absolues (quelq@es d par
bactérie), les raies correspondantes sont typiqoertres émissives. La technique LIBS
présente des limites de détection inférieures am. gpla vue de la concentration particulaire
employée (0,1 particules.éthet en appliquant les considérations statistigiesdées dans la
précédentes parties, on peut noter que chaque plasmespond a l'analyse d’'une seule

particule.
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IV.6.7. Applications des méthodes de classifications par méthode
statistiques
IV.6.7.1. Introduction

Les éléments détectés proviennent des bactériasalyse LIBS est donc représentative des
aerosols bactériens méme si I'élément phosphoret pas mesuré a cause de la sensibilité
inadéquate du détecteur employé. Les données alesctsont exploitées par I'analyse en
composantes principales (ACP). L'étude des padgdlaérosols salins du précédent chapitre
a mis en évidence l'aléa de la rencontre plasmiaepbe(s) laquelle devra idéalement étre
augmenté par des dispositifs de prélevement etodali$ation dédiés. Dés lors qu’'une
interaction plasma-particule(s) monodispersée fstteve, une variabilité dans les intensités
des analytes d'intérét est observée. Elle est eapae 'impossibilité de contréler la position
exacte de la matiere particulaire dans ou en péri@ldu plasma. Cette variabilité est d’autant
plus accentuée que les teneurs en analytes shesfat proches du bruit de fond spectral.
L’intensité des raies peuvent donc peu intensefaltede considérer les signaux des éléments
d’intérét les plus importants permet I'établissetné® dosage €lémentaire par des droites de
calibrage.

La problématique de notre étude dépasse cependacddre du dosage €lémentaire pour
considérer la détection, voire l'identification diantillons bactériens. Pour ce dessein et en
s’inspirant de la méthodologie développée danhémpitre précédent, un traitement statistique
et multivarié est effectué sur les données d’aealydBS de courants particulaires d’aérosols

et de modéles d’interférents.

IV.6.7.2. Analyse en composantes principales des données

analytiques LIBS

IV.6.7.2.1.Préparation des données sous forme matricielle

Les données des spectres établis lors d’interactuasma-particules (spectres sélectionnés)
sont mises sous la forme de matrices. Chaque oelpneprésente une longueur d’onile
Chaque ligne représente une observation, ici le spectre d'draddlon analysé par un seul
plasmaljj est l'intensité correspondante.

Les spectres de tous les échantillons sont regsodaés une matrice unig¥ede donnéesX

est soumise a I'analyse en composantes principaen).
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figure IV-53 : Discrimination par analyse en comgo®es principales des différents courants de hastét des
sels interférents. Bases des composantes prinsip@lé®, Mg, Ca, K, Na

IV.6.7.2.2.Résultats de I'analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales (ACP) degrdifits spectres génere la classification des
spectres par groupes dans I'espace des compogamepales comme illustré par la figure
IV-53. Les especes bactériennes et les particaleges sont bien discriminées simplement par
'analyse Une classification de ce nombre limit€diiiantillons particulaires micrométriques
(deux types de sels et trois bactéries) est e#ectle classement des échantillons en groupes
sépares est intrinséquement lié a leur nature.

> Présence des interférents salins

En considérant les particules de NaCl, nous notpesles spectres sont rassemblés dans un
méme groupe. Une observation plus précise de aggrmdique que les spectres se séparent
également selon les difféerents diametres et dondiféérentes quantités de matiéres. L’ACP

fournit des informations qualitatives en permettamiclassement des spectres selon la quantité

de matiere — ici NaCl — analysée par chaque plasma.

> Bactéries BT et BG sous forme de spores

Aucune distinction n’est observée entre les baeté3iG et BT puisqu’un seul groupe est
formé. Lintérét d’'un seul regroupement est de sifees les spores analysées quelque soit

'espéce de3acillus — ici thurengiensisou globigii — cultivée dans des conditions similaires.
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Si le P, spécifique des bactéries était détectélassification serait amélioréee. Cependant, les
résultats obtenus sont acceptables et optimisgekdequ’une solution sera trouvée pour doser

le P de bactéries aérosolisées.

> Bactérie sous forme végétative

Les bactérie®8T sous forme végétative apparaissent séparées ttes @chantillons d&T
sous forme sporulée. La configuration végétativeespond a I'état actif des bactéries de type
Bacillus lesquels se multiplient grace aux nutritegorésents dans leur environnement avant
dispersion.

Comme abordé dans la partie précédente, la conpos#iémentaire des bactéries est
directement liée a l'activité métabolique laguebdfecte les teneurs élémentaires. En
conséguence, les marqueurs spectraux basés slémesnts détectés par la LIBS different en
gualité et quantité. Ce fait est mis en évidence |#e&CP laquelle est basée sur les raies
d’émission détectées et qui constituent les spetdrge bande.

La configuration physique des bactéries dites \atiyé&ts est différente de celle des spores. En
effet, pour faire face aux conditions externes msjeles bactéries de genBacillus se
contractent d’elles-mémes et se protégent en fdrmaaa coque externe protectrice. Cette
enveloppe contient une grande quantité d’acidecdipique (15% en poids) liee avec des
cations calcium (cf. partie 1V.2.2.3). Les tenenportantes en Ca expliquent les raies intenses
détectées par LIBS et affectent directement lagdtads en ACP.

IV.6.7.3. Bases d'une classification par ACP pour une dé&rcti

d'alerte d’échantillons

Les expériences précédentes traitées en ACP ontemikimiére la possibilité de
classifier plusieurs échantillons de taille micrargtie et de natures différentes.
Ce procédé de classification des échantillons pe@senter un intérét en terme de

détection d’alerte suivant les étapes :
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1. Deés lors gu’une entité particulaire inconnue (bactée, pollen, suie, poussiere, etc))
est échantillonnée et analysée par le plasma indyar laser, un spectrogramme est
géneéré avec des parametres LIBS établis.

Chague spectre représentatif d’'une interaction egpréalablement sélectionné.

=

3. Les spectres sélectionnés sont regroupés dans unatmnce de données a analyse
par ACP.

4. L’ACP de cette matrice permet de positionner chaquspectre selon sa nature danpg
'espace des composantes principales calculées. d&veloppement initial de bases$
de données incluant des échantillons de référenceuprait étre d’'intérét a des fins
de classification d’échantillons inconnus. Chaquec@antillon de référence verrait
son spectre (apres traitement préparatoire) se pdsinner dans une zone précise

de I'espace des composantes principales.

IV.7. CONCLUSIONS

L’objectif essentiel du chapitre précédent étaitnise en place de courbes de calibrage pour
certains éléments (Na, Mg et Ca) présents dansndeeles d’aérosols calibrés en tailles et
compositions. Ce travail a permis de quantifierfagon absolue la matiere présente dans
chacun des plasmas induits par laser et de dimensiullimétriques. L’emploi du critére
IUPAC et la connaissance exacte de la nature etjastités d’atomes analysés par le milieu
plasma lui-méme calibré en dimensions (volume dgques mn) et densité d’énergie (ordre
de grandeur : I W.cm® ont permis de connaitre les quantités d’atomescti#bles par
volume élémentaire. Ainsi, les chaines d’excitafisysteme optique de focalisation du pulse
laser) et de mesure (collection et analyse résdige émissions par un spectromeétre) sont
entierement calibrées pour connaitre la quantiggnéhtaires analysée a des teneurs de
quelques femtogrammes (10g) pour les éléments Ca, Mg et Na.

L’outil de référence mis en place permet alors dged des marqueurs atomiques a des teneurs
compatibles avec les concentrations élémentaires steuctures chimiques inertes ou
biologiques de dimensions micrométriques. Les diffees formes d’échantillons traitées
(matiére massive et particules micrométriques suyes dans l'air) ont montré I'adéquation
en sensibilité de la LIBS pour doser des quandsnatiére aussi faibles que celles présentes
dans une seule bactérie Bacillus La détection de multiples marqueurs spectraux Ka P,

K, etc.) représentatifs des structures bactériedhiet®rét et leur exploitation par une méthode

d’analyse multivariée des données (analyse en ceamp@ principale ou ACP) permettent

- 207 -



Chapitre IV - Analyse LIBS de milieux hétérogenapplications a la détection bactérienne

I'élaboration de bases de données pour classi@sréthantillon selon leur nature. Malgré la
complexité des échantillons bactériens évoluantimoellement avec leur environnement, la
LIBS permet une discrimination d’un nombre limit&achantillons biologiques par rapport a
des structures inertes.

L’analyse d'aérosols suspendus a cependant conflanproblématique d'une sensibilité
insuffisante pour détecter certains marqueurs sgectdés lors que quelques particules sont
présentes dans le volume du plasma. Les calculsseexpériences ont démontré qu’une
guantité minimale de 10 a 100 bactéries est néicegsaur obtenir un nombre de marqueurs
spectraux suffisants. Ce constat force a considéremécessité d’employer des systemes
accumulant la matiere d’intérét. L'usage de fificrrait étre la solution.

Cette partie a contribué a mettre en exergue lgvplEnce d’emploi de la technique LIBS
grace aux difféerentes phases traitées (surfaceedengoncentrée en matiere des pastilles,
structure gélifiée et diluée des couches bactéeesur boites de Pétri et aérosols suspendus).
L’étude des difféerentes formes de dispersion destébas a permis d’appréhender
progressivement et méthodiquement la sensibilitdadenéthodologie LIBS selon le type

d’échantillon considéré.

2003 2004 2005-2006 2006
l 1 l l Evolution
temps
Analyse de Analyse de h{:ﬂ')’%ﬁ_ de cultures Analyse de
pastilles de pastilles de ;ct‘;anellln;s_fgl bactéries en
bactérie bactéries QILES BEb R aérosols
Iyophilisées lyophilisées l
. lentifiees par ldentifiées par ldentifiées par
ldentifices par le Rl‘j P/Cetle marqueurs marqueurs
le RIC P/C fraftement multiples et multiples et
statistique part traitées par ACP traitées par ACP
ACP
Du simple dosage a la classification d’échantillon = distinction de familles  Classification’
de risques et par rapport aux leurres identification
Cuantité minimale analysée :  Quantité minimale analysée :
102 bactéries guelgues bactéries
Bactéries Bactéries sensibilite
massives vegetative Bactéries
lyophilisées cultivees aerosolisées
sur gélose

figure IV-54 : Diagramme récapitulatif des acquand I'expertise de matériaux biologiques par LIBS
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V. CAHIER DES CHARGES POUR UN DEMONSTRATEUR LIBS
TRANSPORTABLE

V.1.APPORTS DE LA METHODOLOGIE LIBS

Les chapitres précédents ont mis en évidence lastéaistiques de la méthodologie LIBS en

termes d’outil analytique :

» Sensible: le chapitre Il a présenté des courbes de @l pour les éléments Ca, Mg et
Na. Les plasmas induits et observés permettenétiection qualitative et quantitative de
teneurs suffisamment basses pour pouvoir dosegueslbactéries comme illustré dans le
chapitre IV. En ce sens, la LIBS constitue un ailgildétection en phase avec la mesure des
doses toxicologiques de traces de contaminations.

* Fiable: en combinant la reproductibilité des donnéestsples issues des plasmas imagés,
des bases de marqueurs spectraux peuvent étratéaplpour classifier les échantillons
selon leur nature intrinséque. La LIBS apparaitcdoomme un outil de diagnostic
d’échantillons inconnus sous toute physique.

« Rapide: le temps de relaxation du plasma (inférieur & &, ainsi que sa résolution
spectrale par spectrométrie large bande sous fdemmaarqueurs exploités statistiquement
représente une durée totale d’'une seconde envieorépétitivité des mesures LIBS permet

donc de qualifier la LIBS comme une méthode d’alert

La combinaison des qualités de la LIBS avec la atimisation des technologies constituant
une chaine de génération et d’acquisition des @adnduits par pulse laser ouvrent la voie a

la conception d’'un appareil sensible, fiable etdag’analysen situd’échantillons.

V.2.M OTIVATIONS POUR LE DEVELOPPEMENT D 'UN DETECTEUR LIBS DE TERRAIN

Les armées francaises sont aujourd’hui équipéesyd®Emes portables bien adaptés a la
détection d’agents chimiques militaires (vésicantgganophosphorés). Une nouvelle

génération de systemes est cependant nécessair@tpadre les capacités de détection aux
agents biologiques et aux matériaux toxiques rnita

Depuis prés de vingt années, les développementsraigires effectués par le département
« Détection Physique » du Centre d’Etudes du Bau@BEB) sur la méthodologie LIBS ont

permis d'appréhender ses potentialités pour détedde toxiques chimiques sous formes
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gazeuses (H. Lancelin [1]) et solides (L. Dudrafitjg et pour alerter de la présence d’agents
biologiques (S. Morel [3]). Afin d’évaluer les pdsiités analytiqgues de la technique LIBS en
dehors du laboratoire a des fins de détectionestertain de la contamination, la Délégation
Générale pour I’Armement (DGA) — sur propositionredie du CEB — a permis le
développement d’un dispositif analytique transguedaseé sur le principe LIBS.

A partir de I'expertise technique et scientifique GEB et grace aux travaux préparatoires
présentés dans ce rapport, la réalisation mattrali démonstrateur a été confiée a un
consortium (société Thales Security Services agésaii Commissariat a I'Energie Atomique).
Les critéres initiaux demandés pour concevoir leeaéur LIBS transportable apparaissent

sous la forme de 7 fonctions liées aux performaetesix capacités opérationnelles :

V.3.CAHIERS DES CHARGES FONCTIONNELLES POUR UN DETECTEUR D’'ALERTE ET

DE CONTROLE DE CONTAMINATIONS BIOLOGIQUE ET CHIMIQUE

Le démonstrateur doit répondre aux fonctionnabrgaytiques et ergonomiques suivantes :

» Fonction _n°l: permettre la détection de particules biologiques paogenes
(Bacillus anthracis Yersinia pestisetc.) a partir de concentrations de 25 colonies
bactériennes par litre d’air ambiant.

» Fonction _n°2: permettre la détection de composés chimiques et désxiques

industriels chimiques contenant des éléments hétatomiques tels que Cl, S, As,

P, F,Br.
Dose létale par
Catégories Exemples types Aspect Voie de pénétratip inhalation Dlsg
mg.min.m*
Suffocants et Chlore(Cl, Gaz Respiratoire 19 000
toxiques du sang Phosgene COgI P 3 200
L Ypérite GHgCI,S _— . , . .
Vésicants Lewisite GH,CloAS Liquide peu volatil Cutanée et respiratoire 1500
Agents-G : Liquide tres volatil Cutanée et respiratoire
Tabun (GA) GH1,0,N,P 300
. Sarin (GB) GH1,0.FP 100-200
Neurotoxiques | - g man (GD) GHiO,FP 40-70
Agents-V :
VX C11H260,NPS Liquide peu volatil Cutanée 35-45

tableau V-1 : Liste des gaz de combat avec fornthésiques et effets

» Fonction_n°3: donner une information exploitable par l'opéuwatesur le risque

biologique (B)etchimique (C)

» Fonction n°4: pouvoir étre déployé sur le terrain

» Fonction n°5: étre apte au stockage et au transport
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» Fonction n°6: résister aux agressions de I'environnement ehtur

» Fonction n°7: résister aux agressions dues au contexte malitair

V.4.DEVELOPPEMENT DU DEMONSTRATEUR OPERATIONNEL LIBS

V.4.1.Les dével oppements de démonstrateurs LIBS : revue bibliographique

Depuis le congres international LIBS 2004 [107} denférences et des groupes de travail sont
annuellement organisés pour présenter les derniévascées scientifiques et techniques
conduisant aux développements d’outils analytigo@sés sur le principe de la LIBS. Les
acteurs opérationnels intéressés par les quedtiersecurité militaire et civile (Etats major
techniques des armées, spécialistes de la Prate€ligile) se regroupent pour débattre,
proposer leurs besoins et tester les développerdentmtériels opérationnels transportables ou
portables utilisant la LIBS pour des applicatiorendlyses plus ou moins dédiées a des types
d’échantillons (surfaces, gaz, etc.).

Les applications LIBS pour I'analyse de matériamxliaison avec le secteur de la sécurité
militaire et civile (détection de mines (études ddisages), de résidus explosifs (rapports
stoechiométriques des C/N/O des molécules explpsate.) se développent. [108] [109] [110]
Cet essor confirme et justifie nos désirs initimappréhender a la fois tous les cas de figure
opérationnels en terme d’échantillonnage (analysemdsphére contaminée par des gaz
toxiques, expertise de contamination de surfadgeeturfaces inconnues, détection d’aérosols
déposés ou suspendu, etc. tant dans les domaisassgees chimiques et biologiques). De
plus, nos derniers choix de matériels miniaturestea large bande spectrale vont dans le sens
d’'une transportabilité hors du laboratoire et deeleherche multiéléementaire étant données la
diversité des menaces et donc des identifiantdrspeca détecter.

Une revue bibliographique a été effectuée poustiler les potentialités de la technique LIBS a

étre transposée vers des outils de terrain a sgagEfique.

V.4.1.1. Détecteurs LIBS portables

> Appareil portable par un militaire en opération

Miziolek et al ont présenté en juillet 2004 un prototype d'appgpertable LIBS Man
Portable LIBSou MP LIBS, cf. figure V-1 [111]) pour que les pennels militaires de 'Armée
americaine analysent sur le terrain des surfacésnpellement contaminées par des agents

chimiques ou biologiques ou des explosifs. Le sgst8e présente sous la forme d’'une canne
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portative contenant un laser Nd :Yag miniaturiséivient des pulses de longueur d’onde
1064nm sur la surface a analyser (énergie de pul86 a 50mJ, fréquence =0,5 Hz). Les
émissions radiatives issues du plasma sont cofle@tfocalisées vers une fibre optique reliée
a un ensemble de monochromateurs miniaturisés mgee pour couvrir un large domaine
spectral de 200 a 980 nm avec une résolution derfd,1 e spectrometre est lié a un ordinateur
et le tout est alimenté par une batterie : I'encament compact et la masse (12 kilos) de

'ensemble permet son transport dans un sac aagdsnomie : 2 heures).

Cependant la puissance laser utilisée ne permedwdie des plasmas que sur surface et |non
dans I'atmosphére. Aucune performance n'a été @abhbour cet appareil qui testé sur ges

matériaux massifs uniquement et jamais de traces.

8, Head's-up display

Backpack contains
broadband high-
resolution
spectrometer, laser
power supply,
computer, and battery

Hand-held probe contains
laser, joystick for cantrol,
and focus optics

Microplasma/
LIBS Event

figure V-1 : Photographie du systéme LIBS portat#geloppée pour I’Armée Américaine [111]

» Deétecteur LIBS pour analyse du sol de la planéte Ma

Pour I'analyse en temps réelintsitu des éléments des roches (Ni, Fe, Zn, etc.) de,N&ars
NASA et le CEA développent pour fin 2009 un détectelBS miniature pour 'analyse a une
distance de 5 métres [112]. Un mini laser Nd :YAS&dtionne a 0,5 Hz et délivrant des pulses
d’énergie 25 mJ. Un télescope collecte les radiatidu plasma et les transmet a un mini
monochromateur haute résolution doté d’'un déteceuune plage réduite de longueur d’'onde

[113]. L'usage de l'outil est tres spécifique.
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20 cm

figure V-2 : Démonstrateur LIBS [112] NASA/CEA —I8ma de principe pour sols martiens (pressionry tor

V.4.1.2. Détecteurs LIBS transportables

La société anglaise Foster+Freeman commercialisappareil transportable pour I'analyse
locale de comprimés pharmaceutiques [114]. Cet olgst congu que pour analyser ce type
d’échantillon solide et régulier pour détecter daigs dans un domaine réduit (200-600nm)

avec un laser Nd :YAG a 1064 nm d’environ 50 mgjuament adapté a I'analyse de solides.

figure V-3 : Démonstrateur LIBS Ecco pour I'analglepastilles médicamenteuses [114]

La revue bibliographique sur les outils LIBS uglide sur le terrain montre gu’ils sont toujqurs
tres spécifiques d’'un échantillon : 'analyse defae réclame moins d’énergie par pulse laser
(inférieure a 50 mJ), ce qui permet la sélectiodqdipements compacts. Or les fonctf)ns
demandées au démonstrateur LIBS est de pouvoiidéras tout type de famille de risques
(surfaces, contaminations de surface, mais augsegaérosols nécessitent des énergieg plus
importantes (environ 100 mJ) et des protocoles qiimition différents. La diversité des

menaces chimigues ou biologiques nécessite de diomarer un systeme analytique

regroupant tous les acquis effectués au CEB.
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V.4.2.Cahier des charges recherchées pour un démonstrateur opérationnel
LIBS

Le chapitre Il a décrit les matériels utilisés ddes dispositifs LIBS de laboratoire. Le
renouvellement de matériels a mis en évidence unéturisation des composants tout en
préservant les performances (sensibilité, résalutipectrale) et en augmentant la quantité

d’'informations spectrales :

> laser ns Nd :Yag compact fournissant des pulsegétigues (de 10 a 200 mJ) a fréquepce
élevée pour reproduire et accumuler des tirs (8 B4),

» spectrometres large bande conciliant résolutiorctsgle importante A{AA=5000), large
réponse spectrale (200 a 1000 nm sans coupureirgiacité

> détecteur iCCD intégrant un générateur de portdimenté électriquement par une simple

carte contréleur connectée a un ordinateur compact.

La compacité a permis de rendre mobile les diffrecomposants pour s’extraire du
laboratoire afin d’analyser des échantillons sassléplacer. Les choix technologiques décidés
pour les nouveaux dispositifs LIBS vont bien damséns de la revue précédemment établie a
propos des développements portatifs et mobiles igigositifs LIBS. Ces remarques sont
importantes si I'on considere les applicationsregggant la DGA : la détection d’alerte et de
contrble de la présence d’agents chimiques (Cjobbddiques (B). Ces échantillons constituent
un challenge analytique en termes de dimensionned@m démonstrateur opérationnel LIBS
car ils peuvent apparaitre sous plusieurs phasescules : gaz de combat, toxiques déposés en
surface, aérosols bactériens, etc. Les travaux snele@uis pres de 20 années au CEB
concernant la LIBS ont défini les meilleures coafefions pour les différents types

d’échantillons constituant la menace :
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GAZ/AEROSOL SURFACES

Seuil de claquage<seuil de
claquage de gaz : quelques
Nécessité de générer des densités de puissances mJ (par exemple 10 mJ)
élevées 10" W.cm®. Paramétres classiques adoptés : focalisé avec une lentille de

Cpnflgu,rz?\tlons pulses d’énergi@00 mJet de durée de quelgues ns longueur focale d&3 cm
energetiques focalisés avec une lentille plan convexe de longueu permet I'induction d’'un
focale de6,5 cm plasma de surface (densité de
puissance typique de l'ordre
de10’ W.cm)

Gaz : occupe systématiquement tout le volume du

plasma. L'optimisation du rapport (signal émis/brui

spectral) est le probléeme essentiel résolu par Ig

succession de plusieurs centaines de plasmas inguit

par dedaser présentant une fréquence de tir élevée
(de 10 a 50 Hz)

Echantillonnage | Particules d’aérosols suspendueséchantillonnage
et observation | statistique d a I'aléa de positionnement des Qades
des radiations micrométriques dans le plasma. Il faut forcer leg
particules a se positionner dans le plasma (fidtmat

sur membranes pour concentrer la matiére partieyla

concentration aérodynamique des particules,
conception d’'une barriére optique générant un pdasm
si et seulement si les particules sont présertas &
position de formation du plasma, etc.)

La distance entre la
longueur focale et la
surface a analyser est treg
importante en terme de
rapport signal/bruitDe 1 a
10 tirs sont nécessaires
pour explorer une surface
contaminée ou non.

Tableau V-2 : Méthodes analytiques employées d&ohantillon d'intérét pour dimensionner les matés
du démonstrateur opérationnel LIBS

V .4.3.Caractéristigues de |a chaine de mesure LIBS dével oppée

V.4.3.1. Description du concept

Pour répondre aux contraintes imposées par latd#tate composés chimiques et biologiques
dans des conditions de terrain la figure V-4 illede concept choisi avec 4 composantes :
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3 : systeme de prélevement de I'air

ambiant, interconnectable avec la
sonde plasma,

Débit = 15 L.min™

CONCEPT

4 : ordinateur
portable permettant
le paramétrage et la

visualisation des

1 : caisson regroupant les spectres

systemes informatiques,
spectrometre Echelles +
détecteur iCCD et électriques de

' ; 2 : sonde laser
contrdle du laser et du détectel

portative avec téte
laser Nd :YAG et

A focale de 65 mm
Du cpn_cep_t...a Liée au caisson
la realisation principal par un
céble long de 7,5 m

assurant le
refroidissement et
I'alimentation du

REALISATION laser et ,Ie transport
des émissions
CONCRETE collectée

figure V-4 : Concept schématisé d'utilisation duradstrateur opérationnel LIBS

1. Un container mobile en résing(volume= 1nt, poids~ 70 kg, déplacement sur roulettes,

~

portable a deux personnes). Il comprend la gesttectrique et le systéme de
refroidissement du laser, le spectrométre Echetlerque Andor, modéle Mechelle 5000)
et sa caméra iCCD (marque Andor, modéle iStar73d)serveur informatique assure la
gestion des différents périphériques du systériergegistrement des spectres.

2. Une sonde portative pour I'analyse de surface ou d&atmosphere ambiante et liée au

container principal par un cable long de 7,5 mLa sonde est constituée de la téte laser

comprenant les optiques de collection du signal/gmant du plasma ainsi que le laser

(Quantel Big Sky CFR200 nanoseconde pulsé a 15\H¥064 nm), énergie maximale de
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pulse : 200 mJ max), le tout relié au containerypatoron de 5 métres. Pour I'analyse de
surface, il suffit de poser le cbne métallique fiixane valeur de FTSD de -1mm contre

toute surface (cf. figure V-8, page 222 pour daagetde détails).

CFR200
Longueur d’onde 1064 nm
Téte laser
Dimension : L x I x H (cm) 32x9x8
Poids (kg) 3
Baie d’alimentation
Dimension : L x I x H (cm) 37x36x19
Poids (kg) 12
Energie maximale 225 mJ

Tir a tir (surface) oude 1;2;5;100u L5

Fréguences de répétition .
Hz (gaz ou aérosols)

Dérive en énergie a 50Hz sur 8 heures de fonctioene +4 %
Stabilité en énergie tir a tir 4%
Pulse
Durée 7,45 ns
Diameétre en sortie de téte 5,53 mm
Divergence 0,62 mrad

tableau V-3 : Caractéristiques du laser CFR 200raqu# dans la sonde portative

3. Une veine de prélevement accouplée a une pompe pdanalyse d'aérosols

4. Un ordinateur portable permettant de piloter et paramétrer a distance laser et

spectrometre par l'intermédiaire d’'une interfadeiactive Homme-Machine (IHM).

V.4.3.2. Systéme optique

Habituellement collecté a 90° directement par uioie foptique, le plasma est ici imagé par un
télescope placé a 12° hors de I'axe du laser, gesrraisons de contraintes d’encombrement
(cf. figure V-5) . En effet la sonde portable mudian cne permettant d’ajuster la FTSD pour
'analyse de surface rend impossible la collectesidgnal a 90° par fibre optique sans rendre
encombrant le systeme. Cependant, a I'exceptioétiede de gaz ou d’aérosol dans un
réacteur spécifique ou un dispositif de collec&d®0° par fibre optique est conservé.

La quantité de signal prélevée par le systeme diégde’angle solide (ou ouverture numérigue
notée ON) formé entre la collection d’optique eplasma. L’ON du systeme de collection doit
étre en accord avec celui de la fibre optique raliéspectrometre. Dans notre cas une fibre
optique de 500um de diamétre, 'ON doit étre de Sathant que ON = sBI@) avect angle
solide en sortie de la fibre, I'angle du cone es6d. Cette configuration permet de collecter

60 % des émissions provenant du plasma.
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Télescope collectant et focalisant les Collection - Angle de
émissions de la zone la plus eémissive entra ON 0.05 at4r1” collecte =

du plasma vers la face nue d’'une ] oniE 12¢
fibre optique reliée au spectrométre =i e e R e o

Pulse laser Nd :YAG a
1064 nm, 8 ns, Epulse d
10a200 mJ

Lentille de focalisation a
I'extrémité de la sonde laser
portative

1]

—

Plasma formé soit dans I'air, soit au niveau
d’'un cone métallique fixant la FTSD et a
apposer contre une surface pour an:

figure V-5 : Schéma de principe de fonctionnemensystéme optique de télescope collectant desaaies
plasma et les focalisant sur une fibre optiquétecdi la fente d’entrée du spectrométre

V.4.3.3. Le spectrometre

Spectrometre Echelle dont la fente )
d’entrée est reliée a la fibre optique Détecteur
de la sonde portative iCCD

| "‘ 2
i 'J.
-

Fente d’entrée du
spectrométre

Réseau
échelle

dispersion 4
crois ée
collimation
Plan focal du

détecteur

Mirgir de
chambre

Fibre optique longue de 7,5 m
de et couplée au télescope de
la sonde portative
(a) Photographie du spectromeétre Echelle (Andor,
Mechelle5000) lié a un détecteur iCCD (Andor, iSta
734) — Longueur totale = 50 cm — Poids = 15 kg

(b) Schéma du principe de fonctionnement du
spectrometre large bande a réseau Echelle

-

figure V-6 : Détails et schéma de principe de fmmiement du spectrométre équipant le démonstrateur

Les démonstrateurs portables LIBS en cours de dgweinent comportent pour la plupart des
monochromateurs miniaturisés haute résolution (fYpean Optics) couvrant I'ensemble du
spectre de 200 a 900 nm a l'aide d’'une mise ere i plusieurs spectrométres a réseau
traitant simultanément une partie de la bande sgdectL’absence de barrettes CCD
intensifiées diminue leur sensibilité.

Jusqu’a présent la plupart des spectromeétres édastitués d’'un monochromateur accouplé
a un OMA (Optical Multichannel Analyzer) comme delie notre laboratoire (cf. chapitre II).
Ce dispositif fiable présente une résolution imgatie mais une bande spectrale limitée
(quelgues dizaines de nm). L'utilisation d'un rasdachelle permet de réaliser I'analyse

optique multiélémentaire a haute résolution et dmaine spectrale étendue comme vu avec
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celui possédé et couplé sur le dispositif LIBS @iboratoire. Cette technique présente
'avantage de ne comporter aucune piéce en mouuesherétre tres compacte.
Le méme modéle de spectrometre Echelle que celuiladhoratoire est utilisé (cf.

caractéristiques dans la partie 11.3.4.2.2, page 74

V.4.3.4. Le systeme de prélevement sélectif des particules

ambiantes

La principale difficulté de la détection d'aérosoksst la gestion de [linteraction
plasma/particule. La solution envisagée pour pabtette difficulté est une veine de
prélevement, systeme qui a déja fait ses preuvesusuappareil de détection d’aérosols
biologiques développé par le CEB et la société iyime(Moniteur d’Alerte Biologique ou
MAB) utilisant la spectrométrie de flamme a hydnogé(température d’environ 1500K,
beaucoup plus « froid » qu’un plasma induit paedgd>10000K) et qui ne permet d’exciter
gu’un nombre restreint d’atomes) [115]. De plusil $&s gaz chargés de particules peuvent étre

analysés (pas d’applications sur surface).

= P Téte de prélévemenbmnidirectionnelle

avec un débit d’aspiration de 15L.Ain

Fonctions :

e Piége alumiére

e Sélection des particules de diamétre
aérodynamique < 40 um

——
- =~

1\ Impacteur réel piégeant
Sonde laser couplée en V[@— préférentiellement toute particule de

aval de la veine de diameétre supérieure a 8 um
prélévement

Débit majeur : 13,5L.min™

Impacteur virtuel sélectionnant
préférentiellement toute particule de
diameétre compris entre 1,5 et 6 um

Débit mineur : 1,5 L.min*

- Facteur de concentration des
particules :

débitentrant_ 15L [nin™ _
débitsortan 1,5L [min™

Réacteur plasma captant au vol les
A particules

A 4
Pompe 15 L.mift

10

figure V-7 : Schéma de fonctionnement du systemeréievement sélectif des tailles de particulesgméant un
risque respiratoire (bactéries, poussieres, etc.)

La veine de prélevement permet de sélectionnereetahcentrer les particules qui nous
intéressent selon leur diamétre aérodynamique.f@uwtionnement est basé sur l'inertie des

particules entrainées par un flux d’air issu d’poenpe aspirant en aval a un débit de 15 L.min
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1. Ainsi, une sélection des particules de diamet®dynamiques d’'intérét biologique est

opérée selon différentes étapes successives :

>

Sélection n°1: a l'entrée de la veine, les partites de diametre aérodynamigue

supérieurs a 40 um(poussiere, insecte, gouttes de pluies, etc.)soppées.

Sélection n°2: a l'intérieur de la veine, un impateur réel (au sens d’impaction

physiqgue des grosses particules dans un piege) éh toute particule de diamétre

aérodynamique supérieur a 8 um de diameétre.

Sélection n°3 : le reste des particules poursuit Bocheminement vers un impacteur

virtuel (dans le sens ou les grosses particules esgfionnées quittent les lignes de

courant pour se diriger non vers un pieége mais versa position de formation du
plasma)Le débit initial de 15 L.min est divisé par un facteur 10. On génére alorsélnit d

d’'air secondaire de 1,5 L.minpermettant d’entrainer les particules comprenamt u

diameétre entre 1,5 et 8,0 um par une collisionshglie virtuelle vers la position de

formation du plasma uniquement les particules. tbrecentration de ces particules par un
facteur 10 est alors obtenue.

Le reste des particules de diametre inférieur apdnb n'est pas sélectionné. Celles-ci
poursuivent leur cheminement selon les lignes dilcoent de l'air de débit primaire de

13,5 L.min* vers la pompe aspirante en aval.

Les particules de diametre d’intérét (entre 1,8,etum) sortent de la veine de prélévement par

une buse de diamétre 4 mm et & un débit de 1,5nL.eti concentrées par un facteur 10 par

rapport a la concentration en amont de la veinde€ei se dirigent alors vers la position de

formation du plasma avec une vitesse supérieura.&". Pour une concentration initiale de

100 patrticules par litre d’air ambiant prélevé fapompe (on parlera de 100 cfu ou colonie

formant unité ; en anglais on parlera dACPLA pdgent Containing Particle per Liter of

Air

: désignant une particule de quelques pm contamamagglomérat en général de plusieurs

bactéries). Le nombre de particules arrivant en mimute seconde est de 1500, soit 25 par

seconde au voisinage du plasma.

Nous disposons donc d'un outil pour simultanémefiecionner les particules ambiantes

d’'intérét en termes de diametres aérodynamiquegatibhes avec la taille des bactéries| et

aussi concentrer les particules vers la positiofodeation du plasma.
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V.4.3.5. Présentation des fonctions du démonstrateur

opérationnel sur le terrain

Le démonstrateur transportable LIBS a été con¢u pouvoir étre embarqué a bord d'un
véhicule tout terrain de type Peugeot P4 dotanAheseées (cf. figure V-8). Toute surface ou
atmosphere potentiellement contaminée ou de natco@nue peuvent étre expertisée selon les

fonctionnalités offertes par le démonstrateur :

» Analyse de surface (ou d’airmbiant) par la sonde laser portative munie d'un cone

métallique fixant la FTSD a -1 mm lorsque celuiest plagué contre une surface
contaminée.

» Analyse aérosolgrace a la configuration ou la sonde laser san8ne est connectée en

aval de la veine de prélevement précédemment déetets particules d’'intérét sont alors

forcées a circuler vers la position de formatiorptasma.

Les tirs laser peuvent alors étre déclenchés éimemnt depuis la sonde portative selon un
protocole établi initialement par I'opérateur.

Le systeme informatique enregistre ensuite lestsgeen temps réel. Les raies d’émission
d’intérét composant chaque spectrogramme sont attestifiées a l'aide d’'un logiciel
associant les raies détectées aux bases de dospeesales NIST. Les intensités des raies
d’émission correspondantes sont alors exploitéesipaecond logiciel d’analyse statistiques
des données multivariées pour classifier les édluarst selon leur nature. L'établissement de

bases de données de référence permettra d’'idetesi€échantillons classifiés.
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Rl e L G e o S
(a) Vue du caisson principal du démonstrateur tranépor{b) Rayon d’action de 7,5 m possible par sonde laser
par véhicule pour utilisation sur le terrain reliée au caisson principal

(d) Connexion de la sonde laser au systéme prélevant e
(c) Port de la sonde laser pour I'analyse de surfacesle focalisant les particules atmosphériques de étias)
aérodynamiques d'intérét (1,5 — 8 um)

figure V-8 : Photographies des composants et defigtrations du démonstrateur opérationnel LIBS

V.5.VALIDATION DU DEMONSTRATEUR SUR CIBLES BACTERIENNES

V.5.1.Applications ala détection de menaces bactériennes

La détection d’alerte du risque biologique (B) laste des préoccupations majeures du CEB.
Elle constitue I'étape cruciale précédant et pravoq la mise en place des chaines de
protection et de décontamination. Le risque B eptésenté par des bactéries pathogenes, des
virus et des toxines. A des fins de détection,evdiidentification, les agents pathogenes et les
interférents non pathogenes doivent étre répestorig nécessité d’éviter les fausses alertes des
systémes de détection du risque B en dépend dineate

Les méthodes usuelles pour détecter et identiéigains agents B reposent sur des principes de
colorimétrie (i.e : tickets détecteurs spécifiqules familles bactériennes) ou d’immunologie
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(i.e : tests immunologiques Elis&r(zyme Linked ImmunoSorbent A3sdgstiné a détecter
et/ou doser une protéine dans un liquide biologiqueeir de premieres informations rapides
mais limitées. Des méthodes plus complexes a naitaeuvre comme des analyses génétiques
(i.e : Lapolymerase chain reactioou PCR, ou encore amplification en chaine parméhase
laquelle est une technique de réplication du meltgénétique préleveé d’organisme biologique)
permettent d’'identifier précisément le genre, amnse I'espéce en se basant sur les bases de
données CEB entre autres.

Les limites en spécificité et temps de réponsescale méthodes éprouvées peuvent étre
problématiques dans un contexte d’attaque baob@itple nécessitant une détection d’alerte
rapide. De méme, le traitement d’'un grand nombéeltintillons B mis en culture sur boite de
Pétri pourrait s’avérer long sans tri préalablsagts levé de doute rapide d’interférents.

Des méthodes d’analyses physiques répondent aoibalune méthode de détection d’alerte
locale comme la spectrophotométrie de flamme, kEctspmétrie de masse [116], I'analyse
Raman ou celle a infra rouge et transformée dei€ouces méthodes sont performantes mais
souvent spécifiques et limités a des échantilloamdiquliers et/ou nécessite de préparer les
échantillons. Des méthodes passives et activeteakilles que les LIDARL{ght Detection
And Rangingbasé sur I'émission et la réception de faiscdaser a distance), la fluorescence
induite par laser (LIF : fluorescence des moléctypsue du vivant pour les bactéries [117])
ou les imageurs thermiques : ces techniques sofdrpmntes mais également limités a des
échantillons de type atmosphere contaminée.

La technique LIBS, validée en laboratoire en tard méthode d’analyse multi élémentaire,

situ (sans prélevement), polyvalent (adapté a toutadatte risque), reproductible (pour rendre
crédible le diagnostic) et sensible (en terme djadéon avec les doses létales basses des

toxiques) est alors développée sous forme d’aatiigportable est autonome.

V.5.2.Analyses par LIBS de cultures bactériennes apres prél evement sur gélose

Le démonstrateur LIBS a été testé pour la clasgifin de bactéries cultivées sur gélose.
Contrairement aux cas d’'analyses des nappes homegdm bactéries effectuées dans le
chapitre précédent (cf. partie IV.5, page 176),snallons valider les aptitudes analytiques du
démonstrateur pour détecter des nappes hétérogenbscteries représentatives d’aérosols
bactériens prélevés dans l'air puis cultivés pehdarcertain délai (24 heures) avant analyses
LIBS.

La recherche de marqueurs spectraux sensiblesifigpés et représentatifs d’'un genre ou

d’'une espéce de bactérie a été le premier obgeetiteindre pour I'élaboration d’'une méthode
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de détection physique comme la LIBS. Le chapitrepigcédent a permis de valider la LIBS
sur la détection de milieux bactériens sous forraepdstilles compressées, de cultures sur
gélose, ainsi que sous forme d'aérosols dispeSélan la quantité de matiére biologique
disponible, le nombre de marqueurs spectraux ¢aisé ou moins réduit. Ensuite, des
exploitations quantitatives et statistiques desgueaurs ont été nécessaires pour discriminer les

différents échantillons.

V.5.3.Protocole Expérimental d'analyses LIBS de gél oses bactériennes

V.5.3.1. Protocoles de cultures des boites de Pétri

V.5.3.1.1. Choix des espéeces bactériennes

Genre Espece Référence CEE
Agrobacterium tumefaciens 04/0167
_ ) Arthrobacter nicotaniae 03/0269
Espéces représentatives du bruit de fond ) _ _
. o o Exiguobacterium acetylicum 03/0276
atmosphérique de la région parisienne
Macrococcus equipercicus 03/0261
Bacillus flexus 03/0266
Espéce choisie pour symboliser une
anormalité dans la composition du bruit de Bacillus atropheus A1-C99
fond atmosphérique

tableau V-4 : Liste des bactéries analysées — gie@onoire = les espéces bactériennes issues et
représentatives du bruit de fond synthétique -oege = une espéce simulant un agent pathogene

Cinq espéces de bactéries typiques de la compogitiobruit de fond atmosphérique de la
région parisienne sont choisiesAgrobacterium tumefaciens, Arthrobacter nicotaniae,
Exiguobacterium acetylicum, Macrococcus equipercgu Bacillus flexusUne espéce
complémentaireBacillus atropheus est aussi employée pour simuler une espéce Esene
naturellement dans l'environnement et modélisantcdéenportement aérodynamique et la
structure de I'agent pathogeBacillus anthracis

Toutes les bactéries sont initialement issues dalser bactérien de CEB et conservées sous
forme végétative sous forme de suspensions damsiligu tampon a des concentrations de

I'ordre de 18 bactéries.mtL.
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V.5.3.1.2. Conditions de cultures des bactéries sur géloses

A l'aide d’'une spatule stérile, quelques gouttescbaque suspension sont badigeonnées de
facon aléatoire sur la surface d’'une boite de Rétienant une élose de composition connue
(en général : Triptica-Soja-Agar ou TSA, toujounsihi par Biomérieux). Les bactéries sont
alors mises en culture dans une étuve a 37°C pendarpériode de 24 heures.

A cette issue, des colonies bactériennes sontlessibous formes de nappes hétérogenes
réparties de facon éparse sur leur gélose. Enldsitpositions de cultures des nappes de
bactéries correspondent aux endroits ou ont éttrép les suspensions bactériennes initiales.

Le développement anarchique des bactéries suélesasg suit un cycle naturel.

Colonies
bactériennes

Gélose TSA
vierge
5cm
Petites colonies éparses dgacillus flexus Grandes colonies épaisses Alithrobacter
(souche 03/0266) nicotaniae(souche 03/0269)

figure V-9 : Photographies de nappes bactériena@&adillus flexuset d’Arthrobacter nicotaniag¢zones
de couleur beige foncé des boites de Pétri) dépékespde fagon aléatoire sur une gélose Triptica-Soj
Agar (zone beige claire des boites de Pétri)

La figure I-1 présente la répartition hétérogéne deltures bactériennes en terme de
concentration des colonies : I'épaisseur est dienviL mm pour les zones les plus denses en
bactéries. Dans le précédent chapitre, nous aviomsndionné les parametres d’analyse pour
pouvoir ablater uniguement des couches homogenbaaléries épaisses de 100 um (cf. page
182). Nous adapterons les parameétres optiques eamoggies de la sonde laser du
démonstrateur pour étre certain d’analyser uniquémee épaisseur de 100 um composée de
bactéries.
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V.5.3.1.3. Parameétres de culture prises en compte pour les

analyses LIBS

Deux parameétres concernant la culture des bactémie&té modifiés :

» Influence du temps de croissance des analyses LIBS sont effectuées toutes les 24

heures sur les mémes échantillons bactériens gipésen étuve.

> Influence du milieu de culture par emploi de deux ypes de géloses nutritives

standards et commerciales (fournies par la sociéigomérieux, France):

* TSA (Triptica-Soja-Agar)

e Chocolat

V.5.3.2. Porte échantillon

Un porte-échantillon (cf. Figure 1V-14) est conqaup adapter les boites de Pétri contenant les

bactéries a analyser par la sonde laser du dératmstiIBS :

Sonde lase
Plasmi
<« Boite de Pétri
a 90° du pleme
AN -
e | Fr—— 1 ablation plasma :
7 gimpact"' 0,5mm
/ Profondeur 0,1 mm
¢ XYZ
Fibre optique & 90° , .
axe laser couplée au Porte echantlllon
spectrométre vertical

figure V-10 : Schéma et photographie du porte éillmmadapté a I'analyse de boite de Pétri et bagda sonde
laser du démonstrateur LIBS

L’échantillon (boite de Pétri avec des nappes ligchées de nature connue) est placé a 90° de

I'axe laser sur un support commandé par trois V@amétriques pour déplacer avec précision

la boite de Pétri. Nous avons décider de remplaceispositif initial de collecte du signal par

télescope orienté a 12° de I'axe laser par une fiptique de 1000 um de diametre positionnée

a 90° de I'axe de propagation du faisceau (conditjoin optique et mécanique identiques aux
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expériences effectuées préecédemment sur les nhppesgenes, cf. page 180). Cette solution

présente I'avantage d’obtenir une résolution sfgtlas émissions du plasma.

V.5.3.3. Paramétres d’acquisition LIBS

Les expériences du chapitre précédent effectuéedesunappes homogenes de bactéries
d’épaisseur 100 um (cf. page 182) ont permis destlaes parametres optiques et mécaniques

pour obtenir une ablation contrdlée d’épaisseur| 190

* Pulse de la sonde du démonstrateur : Energie de paer : 135 mJ (correspondant au
voltage de la lampe flash du laser égal a 7 V) #éBulu pulse : 7 ns,

» Diametre du faisceau incident : 5,5 mm

» Distance focale de la lentille & 1064 nm : 65 mm,

» Fibre optique de type silice/silice d'1 mm de diamaét d’ouverture numeérique 0,22 (soit
un demi-angle solide d’observation de arcsin (0222,7°),

» Distance fibre optique/plasma=3 mm — Distance [eral/surface gélose (FTSD) = -0,5
mm (optimisée pour n'ablater qu'une épaisseur d& [16). Pour cela, le céne métalligue

fixant une distance FTSD d’1 mm est 6té provisoireent.

* Angle fibre optique / surface de I'échantillon filare est & 45° de I'axe du faisceau laser,
» Distance longueur focale de la lentille et surfded’échantillon : +1 mm,

* Spectrometre a réseau Echelle (large bande : 850 am en une seule acquisition),
 Mode dacquisition des spectres: 10 spectres phardillons, avec l'acquisition des
émissions d’'un plasma par spectre,

» Délai avant acquisition : 1 ps — durée d’acquisiti@0 us,

* Gain de l'intensificateur : 110 — Température dedmeéra : -20°c.

V.5.3.4. Spectrogrammes Echelle d’analyse LIBS de nappes

homogéenes dBacillus flexus

Etant donné le contrdle de Il'ablation, les élémetésectés proviennent uniquement des
bactéries. Leur nature est identique a celle damahts constituant les nappes homogenes de

bactéries analysées dans le chapitre précédemaljtdau 1V-11, page 189).
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6000 1 Ca (Il) 393,366 nm Ha 0: 777,194 ; 777,417 et
5000
Na (1)
588,995 nm
589,552 nm

4000 -
~
0
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>
0
2 3000 ca (I K (D)
) 396,847 nm 766,490 nnj
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g
.S 2000 4 N
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0 b
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figure V-11 : Spectrogramme large bande illusttardomposition globale d’amas 8acillus flexussur gélose
TSA. Paramétres LIBS : pulse d’énergie 135 mJ esitte d’énergie de 2,3 Yow.cmi?, délai avant acquisition
égal a 1 us et durée d’acquisition égale a 20 us

Le tableau V-5 résume les composeés détectés :

Eléments associés aux raies Raies en nm

C 247,856

Ca 393,366 ; 396,847 ; 422,673
P 253,560
Mg 279,553 ; 280,270 ; 285,213
Na 588,995 ; 589,552

K 766,490 ; 769,896
CN 386,14 ; 387,17 ; 388,34

tableau V-5 : Liste des éléments détectés par ldB8appes hétérogenesBiillus flexussur gélose TSA.

Ces spectrogrammes obtenus confirment les potiégsiale la technique LIBS pour identifier
les principaux marqueurs spectrawnéraux et organiquesde I'environnement biologique :
Ca, Na, Mg, K, C, P, ainsi que des traces de band®s issues de la recombinaison en
périphérie du plasma entre le carbone des bac#triezote atmosphérique.

Les autres bactéries (liste du tableau V-4, p&yH 2ultivées sur gélose TSA dans les mémes

conditions de culture et d’analyse LIBS présentiast compositions élémentaires voisines.

- 228 -



Chapitre V - Cahier des charges pour un démongtrat¢éBS transportable

V.5.3.5. Traitement des données spectrales

Afin d’extraire le maximum d’information des spexgrenregistrés, nous mettons en

place un protocole de traitement des données. -Ceeb@ra constitué de deux étapes :

Un premier traitement des spectrogrammes large barel consistant & éliminer les

informations superflues en sélectionnant les raied'’intérét identifiees par le logiciel

intégré a l'interface : une liste d’intensités de raies d’émission dgeoue depuis le spectre

brut intégral. Nous considérons une sortecgeigne spectral slimitant le nombre de données

spectrales d’intérét parmi la multitude de raiesgpdnibles dans un spectrogramme large bande
de type Echelle.

Un second traitement statistigue des spectres obtes précédemment par une

méthode d’'analyse multivariée des données spectralel’analyse en composante principale

(ACP) des données d'intérét est entreprise. L'elderde ces opérations est réalisé sous le
logiciel Matlab intégré a I'interface graphique démonstrateur LIBS.

V.5.4.Classification d'échantillons par traitement statistigue des données

multivariées obtenues par LIBS

V.5.4.1. Différenciation de plusieurs espeéces bactérienrtes e

influence du temps d’analyse LIBS aprés 24 heugasaissance

Les spectres larges bandes obtenus a l'aide dirspetre « large bande spectrale » de type
Echelle fournissent chacun 25000 données obses/gb00 intensités de raies associées a
chacun des pixels du détecteur iCCD relié a unguear d’onde). L’Analyse en Composante
Principale (ACP) nous permet de visualiser et dggenper les dispersions observées sur les
raies d’'intéréts telles que le calcium ou le sodium

Une représentation sur les trois principales comp@s — combinaisons linéaires des données
spectrales LIBS d'intérét — est obtenue par exgiioih statistique des données spectrales des

cing bactéries analysées par LIBS aprés 24 heeresoissance a I'étuve.
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Agrobacterium
tumefaciens __ _ -
- I

O acetylicum

+ atropheus
T~ +  equipercicus

o

o

nicotaniae
tumefaciens

w > O T

|

agrocopeus

__ equipercicus |
-

— -~ "
- }Bacillu§
atropheus

24 heures

figure V-12 : Représentation en ACP de 5 bacténigtivées sur gélose TSA pendant 24 heures avaiysas
LIBS. Chaque point désigne la position des inforomet spectrales (sélectionnées pour chaque type
d’échantillon et basées sur Ca, Na, Mg, K, C, Psd@&space des trois principales composantesérofAl a
PCAZ3). Pour chaque type de bactérie, une séri@dieslavec un plasma/position/spectre est réalisée
Le traitement statistigue des raies d’émissiongecsénnées permet de positionner les
différents échantillons dans I'espace des compesgnincipales selon leur nature. Des zones
clairement délimitées sont formées et globalemeat’'exception deBacillus atropheus- les
différentes bactéries peuvent étre identifiees.rRme meilleure visibilité, ces zones sont
colorées selon la nature de I'échantillon.
Les fluctuations dans la position de chaque poirgprésentatif d’un tir laser sur une nappe de
bactérie sur gélose — sont imputables au manqueatéité des nappes bactériennes dont la
croissance ne peut étre contr6lée contrairement reppes homogenes générées dans le
chapitre IV. Ces fluctuations entrainent dans gestaas — commeacillus atropheus- une
difficulté pour classifier certains tirs. Ce proiié d’identifications peut étre contourné en
multipliant les analyses LIBS, voire a terme en léonént les traitements statistiques. Le fait
gue les plasmas induits par laser sont reprodestilen termes de volume ablaté et de
température explique les classifications corredesséchantillons selon la nature des bactéries

analysées.
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V.5.4.2. Influence du vieillissement des bactéries (24h, 48h

72h) sur leur classification par analyse en commmsaprincipales

Apres la premiéere série d’analyses LIBS effectu&edeures suivant la mise a I'étuve pour
croissance des cing types de bactéries, les mégaileseg avec les nappes bactériennes sont
successivement nouvellement analysées selon legesnganametres LIBS mais durant des laps
de temps de 48 heures, puis 72 heures. De nouvelessentations en ACP des données
spectrales d'intérét sont effectuées comme illestadec la figure V-13 et la figure V-14.

De nouveau, les représentations en ACP effectuédesanalyses LIBS apres 48 heures et 72
heures de croissance bactérienne font apparaigeclassification des données spectrales
exploitées statistiquement selon la nature des ndéitbas. Les données spectrales
sélectionnées pour chaque bactérie se positiortdaard des zones géographiquement limitées
dans I'espace des composantes principales ellesemébienues depuis les raies sélectionnées
(Ca, Na, K, Mg, C, P).

Nous notons que certaines bactéries — telles Bm@llus atropheuset ici Arthrobacter
nicotaniae— sont difficiles a classifier, avec un risquercéerr dans l'identification. Le recours

a des analyses LIBS supplémentaires peut aiderédicaer la classification. Le vieillissement
des bactéries est a considérer dans une méthodalysa de différentes croissances
bactériennes.

La création d'une base de données, but ultime d'm@&hode de classification, semble
cependant possible. Bien entendu, il sera inténésBanalyser a I'avenir davantage de nappes
bactériennes pour appréhender la gestion de madtigbnes sur les représentations des
composantes principales. L'essentiel est la déectles identifiants compatibles avec la
structure de bactéries.
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figure V-13 : Représentations en ACP de 5 bacténéis/ées sur gélose TSA pendant 48 heures aveatyses

LIBS. Chaque point désigne la position des inforomet spectrales (sélectionnées pour chaque typaatillon

et basées sur Ca, Na, Mg, K, C, P) dans I'espasérdis principales composantes (notées PCA1 a P.GARir
chaque type de bactérie, une série de 10 tirsw@vg@tasma/position/spectre est réalisée.

_ -1 | == == T-- O acetylicum
- -7 \ | ! | - - - +  atropheus
-1 | _ l | T~ + equipercicus
_ -7 | - I - T‘ _ | ! \ O nicotaniae
e Emguabdc’i,‘enum | e H‘ O umefasiens
04—, ! //:// :aCQtyllCUmﬂ" _ :-«_,‘ : aCOCOCCUS*‘«_,.A_;_
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figure V-14 : Représentation en ACP de 5 bactémnidtivées sur gélose TSA pendant 72 heures avahyses
LIBS. Chaque point désigne la position des inforomet spectrales (sélectionnées pour chaque type
d’échantillon et basée sur Ca, Na, Mg, K, C, Psdaspace des trois principales composantes (a®€AL a
PCA3). Pour chaque type de bactérie, une séri@dieslavec un plasma/position/spectre est réalisée
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V.5.4.3. Influence du milieu de culture

Lors de I'analyse des pastilles bactériennes comé®s du précédent chapitre, I'influence des
milieux de cultures des bactéries — milieu orga@iqu minéral — a été mise en évidence (cf.
partie 1V.4.7, page 168) : les bactéries assimig@ectivement les éléments disponibles dans
leur milieu environnant pour se développer. Cemélés sont ensuite intégrés dans la structure
bactérienne en quantités variables détectées B&. LI
Afin d’étudier l'influence des milieux de croissancsur la classification des croissances
bactériennes, nous avons analysé la badBarodlus flexusapres sa culture sur deux différents
milieux de culture (fournies par la société Biomeéx, France) :

Gélose Triptica-Soja-Agar ou TSAetgélose Chocolat
Les analyses ont été réalisées le méme jour etlagsamémes parameétres (cf. partie V.5.3.3,
page 227). Les données sélectionnées et baséles saresCa, Na, K, Mg, P, C pour chaque
échantillon (géloses vierges ou avec des nappeterlzames deBacillus flexuy sont

représentées sur les deux principales composaatiés@P :

-
~

.
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flexus/gelose TSA
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C
[ -
| ! | . :
! o | I | : ! I
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figure V-15 : Représentation en ACP de deux difiége géloses nutritives vierges (TSA et Chocotatisi que
ces deux mémes géloses avec des nappBadlkus flexusaprés 24 heures de croissance. Chaque point édsign
position de données spectrales d'intérét (baséeSaNa, Mg, K, P, C) dans I'espace des troisqipaies
composantes (PCAL a PCA3). Pour chaque type d'éttbanune série de 10 tirs avec un plasma/pasitipectre
est effectuée.

On constate que les différents échantillons sqresentés spécifiquement selon leur nature :
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> Les géloses vierges de nappes bactériennes (TSACaDcolat) sont visualisées de

facon séparée dans I'espace des trois_composanteingpales : la composition

différente des nutriments constituant chaque typegélose est mise en évidence a
cause des diverses teneurs élémentaires intrinsétpee deux géloses. L’analyse des
plasmas geénérés de maniere reproductible sur |esege parfaitement planes en
'absence de nappes bactériennes explique le negnoent prononcé des données

représentées en ACP sur la figure V-15.

» Les nappes deBacillus flexus sont toujours localisées de facons différentes par

rapport_aux _cas _des _géloses viergedlous rappelons que le plasma est généré de

maniére a n’ablater que les nappesBdeillus flexus les analyses LIBS ne rendent
donc compte que des seules bactéries et non desegéiutritives. De plus, nous avons
précédemment mis en évidence que I'évolution de&icer marqueurs spectraux (tels
gue P/C, cf. partie 1V.4.7, page 168) était indéjaete du milieu de culture employé.
L’exploitation statistique des données multivariéesla LIBS de nappes bactériennes
prend en compte la nature premiere des Bacillxsifleuelque soit le milieu de culture
employé. Un agrandissement des positions des toatren cependant une légere
différenciation entre les bactéries cultivées séloge TSA et celles développées sur

gélose « cceur-cervelle ».

V.5.5.Conclusions sur |’ analyse de gél oses bactériennes hétérogenes

Ces essais ont permis d'évaluer les possibilitéppalications de la LIBS sur des milielix
biologiques en conditions opérationnelles (prélémets par impaction de bactéries sur bojtes
de Pétri, mise ensuite en culture) :
* Le traitement statistique des données multivaigmses de la LIBS présente une aptitude a
discriminer, voire a classifier différentes espétestériennes a partir de marqueprs
spectraux intrinseques d’une classe d’échantil{bitdogique ou non biologique).
* Les influences du vieillissement et des conditidascultures (nature des milieux nutritifs,
etc.) doivent cependant étre prises en compte ki&aboration de bases de données| de
référence permettant la classification d’échanmtilen utilisant des conditions préciseq et

reproductibles de plasma.
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V.6.VALIDATION DU DEMONSTRATEUR SUR CIBLES CHIMIQUES

V.6.1.Expertises LIBS de surfaces peintes de types polyuréthane et

alycérophtalique vierges ou contaminées par des molécules simulant la

présence de toxiques

Nous avons testé les capacités de discriminatiodé&toonstrateur en analysant des surfaces
peintes contaminées ou non par des molécules gitndds toxiques chimiques et biologiques.
La détection des contaminations chimiques sur siplr LIBS s’effectue principalement sur
des substrats de type géologique (terres, sables dgs matériels de terrain (abris, véhicules).
Pour les véhicules militaires par exemple, I'analg®pere essentiellement sur la couche de
peinture protectrice.

Les surfaces & analyser sont des plaques planasimimium (dimensions 10x10 &2 mm

d’épaisseur) recouvertes de deux peintures diftésetie qualité militaire :

1. Une peinture de standard OTAN polyuréthanne, commua a tout équipement

militaire utilisé dans le cadre de missions OTAN.

2. Une peinture francaise glycérophtalique, revétemerde plusieurs systémes de I'’Armée

francaise.

V.6.2.Choix des parametres LIBS

Le choix du protocole d’analyse LIBS et en parieulde la quantité ablatée de peinture —
autrement dit le nombre de tirs accumulés sur uémenposition de I'échantillon — s’appuie
sur les précédents travaux de Dudragne [2] effecaué CEB sur une surface revétue de
peintureOTAN polyuréthaneLa qualification des éléments de la peinture spisicles de venir
interférer avec la détection des principaux hétéronas de toxiques chimiques a alors été
menée. Des seéries de mesures dans des conditiensgices de formation du plasma et
d’acquisition de spectre avaient été effectuéesnsabis configurations : accumulation de
spectres, respectivement sur un, deux et cintpBes.

L. Dudragne [2] concluait que l'analyse qualitative la peintureOTAN polyuréthangpour
1,2 et 5 tirs laser sur une méme position, c’edira pour des profondeurs d’ablation
croissantes, ne révele pas la présence des éléfhemrtschlore, soufre et phosphore. Nous

choisissons d’effectuer un seul tir par positionfdgon a analyser en majorité I'éventuelle
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présence de contamination déposée en surface.dodiie des analyses a été effectué avec les

parameétres suivants :

» Energie de pulse (tension lampe Flash) : 110 mJ (6V
> Distance focale : 65 mm
» Distance plan focal/surface de la peinture : figéele cbne a -1 mm
» Refroidissement de la caméra : -30°C — Gain déefisificateur : 150
» Délai avant acquisition d'un plasma : 1 pus — Duf@equisition : 20 us
o Tirs accumulés par spectres : 1 — Nombre de speatreérie : 10
V.6.3.Analyse de peintures vierges OTAN polyuréthane et Francaise
alycérophtalique
300000 + — Peinture francaise
glycérophtalique seule
— Peinture OTAN polyuréthane
250000 - seule

m

9 200000

>

o

L

]

5 150000 -

S

Q

& 100000 -

)

£

50000 -
‘ 1 |
| il i il
| (P B
0. PR ,‘ .“Uﬂl' i ¥ "\I"H, dﬁ"“("‘l,l’”‘\l‘)u‘,N/v;h .- oo W TR N (|
245 295 345 395 445 495 545 595 645 695 745 795 845 895
longueur d'onde (nm)

figure V-16 : Spectrogrammes large bande spedthastrant la richesse des éléments constituanpd@sture
(systeme de pigments liés par liants de type péthane ou glycérophtalique). Paramétres LIBS :ulsep
d’énergie 110 mJ par spectre ; Délai avant acquis#tl ps, durée de I'acquisition : 20 ps

Comme illustré sur la figure V-16 et précisé damstdbleau V-6, les peintures
présentent structure alliant des especes lianxesnf@es polyuréthangglycérophtaliqueetc.)
et des pigments (exemples : chrome, fer, silicisodium, carbone, oxygene, azote, etc.) que
I'on détecte.
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Longueur d’onde
. d’émission (nm) les plus Peinture OTAN Peinture « frangaise »
Elément . / 1 . )
importantes (liste non polyuréthane glycérophtalique
exhaustive)
Al 308,215 ; 309,271 ; _ -
394,401 ; 396,452 B B
Cr 425,435, 427,480, _ _
428,972 B B
Ca 393,366 ; 396,847 = =
Fe 248,327 ; 344,061 ; _ _
371,993 B B
Mg 279,553, 285,213 = =
Ba 553,555 Traces Traces
A Cu 324,754 ; 327,396 Traces
Ti 370,229, 503.840 = =
Na 588,995, 589.552 = =
Si 250,690, 251,432 = =
Sr 460,733 Traces Traces
247,856 = =
N 410,995 ; 742,364 = =
615818 ; 777,194 = =

tableau V-6 : Liste des éléments détectés darpelesures. Légende : « = » quantité voisine d’'umpgosé
dans un échantillon par rapport au second échamiifin terme de rapport d’'intensité du composéagzport a
la raie du carbone pris en référence a cause diengmmtance dans les formules des peintures)

Les compositions précises des peintures de finjtidguréthaneet glycérophtaliqueelle que
la nature des éléments constitutifs des liantestpigments ne nous ont pas été indiquées. Les

compositions sont tres proches a I'exception reoaste ducuivre présent dans la peinture

glycérophtalique et totalement absent dans la peinte polyuréthane

Pour la peinture de type polyuréthane, le monométain polyuréthane ou

poly(oxyalkyleneoxycarbonyl-iminoalkyleneiminocariyd) a la formule chimique suivante :
-[O(CH 2)mOCONH(CH ,),NHCO]-

Il contient donc les atomes de carbone, hydrogérggene et azote, comme observé. Ces

mémes atomes se retrouvent dans les composésagitaiiques.
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En conclusion, l'analyse qualitative des peintur@§ AN polyuréthane et francaise
glycérophtalique pour un seul tir d’ablation, ne révele pas lasprnee des éléments flugr,
chlore, soufre ou phosphore, marqueurs hétéroatmniql’intéréts pour la détection fle
toxiques chimiques. L’absence de ces atomes, dacnposition de la peinture, est un facteur
indispensable, qui permet d’envisager la détedi®mhoxiques chimiques, par spectroscopig¢ de

plasma induit par laser, sur du matériel militaire.

V.6.4.Détection de contaminations chimiques des peintures par molécules

simulant des toxiques

Pour simuler une contamination par agents chimigus®rbés — voire absorbés — en surface
des peintures, nous avons déposé sur chaque typeidieire des gouttes de deux agents

simulants :

> Le triethylphosphate ou TEP, (GHs)3sPO,, est une liquide simulant les toxiques

organophosphorés tels que I'agent neurotoxique €aHl1,0,FP
» Le diméthylsulfoxyde ou DMSO, (CH),SO, simule la présence de dérivés soufrés

comme l'agent vésicant ypériHsCl.S

Ces deux produits simulants ont été déposeés syldgses peintes sous forme de gouttelettes
de volume 100 pL. Ces dépobts sont ensuite laisg@ndl heure dans un caisson propre pour
évaporer les surplus de ces liquides peu vol@igs empreintes adsorbées et persistantes sont
alors obtenus sur les peintures. Les analyses kB effectuées de la méme fagon que sur les

surfaces vierges de conatmination.

V.6.4.1. Détection du marqueur phosphore sur peintures

contaminées par TEP

Etant donnée l'absence deghosphore dans la composition intrinséque des peintures
considérées, la recherche de cet élément qui esmueur dUEP est privilégiée.

La figure V-17 illustre les détails des spectrognaes large bande (cf. figure V-16) réduits a la
zone 247-257 nm. Globalement, les compositions plEstures polyuréthane vierge ou

contaminées pafEP ou DMSO sont voisines sauf pour la raie du phosphore ajgsant

uniquement sur la peinture contaminée par TEP.
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figure V-17 : Région 247-257 nm issue du spectnugne large bande spectrale Echelle d’analyse LIBS de
peinture OTAN polyuréthane avec ou sans contanaing@iEP ou DMSO). Mise en évidence de la raie du
phosphore a 253,560 nm en présence de TEP seuldPagametres LIBS : Energie de pulse = 110 mJaiDél
avant acquisition =1 us, durée de l'acquisitiof u3

V.6.4.2. Détection du marqueur soufre sur peintures contéasin

par DMSO

De méme, la figure V-18 illustre I'apparition de faie dusoufre uniquement lorsque la

peinture est contaminée par AdWSO.

- 239 -



Chapitre V - Cahier des charges pour un démongtrat¢éBS transportable

50009 |ntensite T 1200
expérimentale (u. Base de
A L. i donnée NIST
4500 Raies expérimentales issues d’analyses LIBS suatypeiOTAN
polyuréthane contaminée par DMSO 1 1000
40007 As %;1,291nm A S$922,811 nm A S 923,749 nm
3500+
-+ 800
3000+
25001 - 600
2000+
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1500+
1000+
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500
0 T T T T T T T T T 0
920 920.5 921 921.5 922 922.5 923 923.5 924 924.5 925
Longueur d'onde (nnj)
Raies théoriques bases NIST 921,291 nm 922,811 nm 923,749 nm

figure V-18 : Région 920-925 nm issue du spectnogna large bande spectrale Echelle d’analyse LIBS de
peinture OTAN polyuréthane contaminée avec du DM83e en évidence des raies expérimentales duesaufr

921,291, 922,811 et 923,749 nm et comparaison laseaies théoriques correspondantes de la base NIS

Parametres LIBS : Energie de pulse = 110 mJ ; &ant acquisition =1 ps, durée de 'acquisiti@d us

V.6.5.Classification des contaminations de surfaces par analyse multivariée des

données spectrales (ACP)

La méthode LIBS permet d’établir les compositiof&mentaires intrinseques a la fois des
différents supports peints et de leur potentiel tamination. La détection de marqueurs
hétéroatomiques (soufre, phosphore mais aussiechdar fluor, etc.) spécifiques d’agents
chimiques constitue un atout pour identifier uressé d’agents chimique. L’exploitation de la
richesse des données multivariées a notre disposatrec les spectrogrammes a large bande
spectrale par des méthodes statistiques telle’go@yse en composante en principales (ACP)
ouvre un champ pour classifier des contaminati@nsuilface.

L’analyse statistique des spectres est utilisée palider les capacités de discrimination de la
LIBS. Préalablement chaque spectrogramme large ebas analysé par le logiciel de
reconnaissance des raies intégré dans le logigielédnonstrateur. Le logiciel liste toutes les
longueurs d’onde et tente d’attribuer aux raiesgmées I'élément présent par comparaison

avec la base NIST. Nous ne retenons que des zongsrenant les raies les plus intenses et
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significatives des marqueurs spectraux intrinseqdes peintures et ceux typiques des

contaminants chimiques ou biologiques (cf. tabMa() :

Elément Longueurs d’onde d’intérét (nm)
Al 308,215 ; 309,271 ; 394,401 ; 396,452
Cr 425,435, 427,480, 428,972
Fe 248,327 ; 344,061 ; 371,993
Ba 553,555
Marqueurs spectraux intrinseques Cu 324,754 ; 327,396
des peintures de type OTAN et Ti 370,229, 503.840
francais Si 250,690, 251,432
Sr 460,733
C 247,856
N 410,995 ; 742,364
o] 615818 ; 777,194
Ca 393,366 ; 396,847
Liste non exhaustive de marqueurs Mg 279,558, 285,213
spectraux intrinséques de Na 588,995, 589.552
composés biologiques K 766,490 ; 769,896
P 253,560 ; 255,326
Marqueurs spectraux Cl 833,331 ; 837,594 ; 842,825
hétéroatomiques spécifiques des S 921291 - 922 811 - 923 749
agents simulant des toxiques — — -
organohalogénés, organosoufrés et F 683,426 ; 685,602 ; 687,022 ; 690,246
organophosphorés P 253,560 ; 255,326
tableau V-7 : Liste des marqueurs spectraux retpausconstruire les composantes principales de la
méthode ACP
V.6.5.1. Classification de peintures contaminées par destage

chimiques

L’ACP est appliquée aux données spectrales issedmmalyses LIBS de différents types de
contaminations (peintures polyuréthane et glycé&aljglue avedMSO ou TEP), ainsi qu’aux
peintures seules. Chaque spectrogramme fournitngeneble de données sous la forme de
couples (longueur d’'ond;, intensité nette;) automatiguement reconnus et extraits des
données brutes issues du spectrogramme initial. €deembles de données sélectionnées
propres a chaque échantillon analysé sont alorséseptés dans le nouvel espace des

composantes principales basées sur les combindiséages des raies issues du tableau V-7.
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figure V-19 : Représentations en ACP de contanonatchimiques sur peintures de types polyuréthan@N)

et glycérophtalique (francaise)

On remarque que les données spectrales issuesalgses LIBS de chaque type d’échantillon

(peinture vierge ou contaminée [pakISO ou TEP) se positionnent dans une région localisée

de I'espace établie sur les trois principales caaptes :

> Les deux matrices constituées par la peinture OTpdlyuréthane ou francaise

glycérophtalique sont, dans tous les cas, séppegda représentation ACP des données.
Selon la peinture considérée, la nature des contimns par DMSO ou TEP est
facilement établie pour la peinture francaise glgpétalique mais tres difficilement pour la
peinture OTAN polyuréthane. Ces observations pdug&xpliquer par les différentes
natures des surfaces contenant des liants glyc@lapres ou polyuréthane. L'état de
surface semble différent entre les deux peinturesn: effet, le modéle francgais
glycérophtalique semble retenir davantage de lepiddMSO et TEP partiellement
volatilisés au bout d’'une heure, contrairement appsrt OTAN polyuréthane retenant
beaucoup moins de liquides. Il est nécessaire dansas de modifier les conditions
expérimentales pour ablater moins violemment : remedysons sinon essentiellement la

matrice, preuve de I'importance des paramétreg@ant I'ablation.
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V.6.5.2. Classification de peintures contaminées par destgage

biologiques modéles et des interférents

V.6.5.2.1. Choix d’échantillons biologigues et minéraux dégosé

sur les peintures

Nous poursuivons les essais sur une peinture fisngdycerophtalique sur laquelle ont été
déposées des suspensions modéles d’agents pathdgetériologiques :

» Contaminations de type bactériologique

« Suspension & f0bactéries.mtt de Bacillus globigii, (souche CEB 93/0029 forme
sporulée choisie pour sa grande résistance) dansrddieux tamponnés de conservatipn
(eau et trihydroxyméthylaminométhane ou TRIS)

« Suspension & fbactéries.mt* de Bacillus thurengiensigsoucheCEB 97/0027 forme

sporulée).

- Ces différentes solutions sont déposées sousri@efae gouttelettes de 100 pL a l'aide
d'une pipette. Pendant 1 heure, les solvants seaapioEés naturellement avant I'analyse des

dépbts secs résultants.

» Contaminations de type biologique : pollen

Pollen d’'orme sec fourni par la société Sigma (eféeSigma P-8020, lot 59C05973ont
également testés avec les mémes parametres LIBSgdodre quelques particules du bruit |de

fond ambiant.

- Les grains de pollens sont déposés proprementuangespatule sur les plaques de peintures,
puis le surplus est éliminé par rotation des plagiefacon a ne laisser qu’une faible quantité

de grains adhérant en surface

» Contamination inerte de type chimique pour testera présence d’interférents

Solution multiélémentaire (eau minérale naturelleh dépose des gouttelettes de volume [100
ML sur les peintures et on laisse évaporée peridasure avant analyses LIBS du dépot [sec

résultant.
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V.6.5.2.2. Analyses LIBS de peintures contaminées par des

dépbts biologiques ou minéraux

» Parameétre LIBS

Etant donnée la faible quantité de matiere biolegiqu minérale déposée sur les peintures, le
méme protocole d’'analyse LIBS précédemment dévéldpgries d’'un tir laser par position)
est ici employé pour ablater les surfaces et dételets marqueurs :

* Energie de pulse (tension lampe Flash) : 110 mJ (6V

» Distance focale : 65 mm

» Distance plan focal/surface de la peinture : figéele cone a -1 mm

» Refroidissement de la caméra : -30°C — Gain deefisificateur : 150

« Délai avant acquisition d’'un plasma : 1 us — Dutf@&equisition : 20 us

e Tirs accumulés par spectres : 1 — Nombre de speatrsérie : 10

> Spectrogramme large bande obtenus

Peinture francaise glycérophtalique contaminée paun dépbt sec ddacillus globigii sporulés
300000 +

250000 -

200000 -

150000 -

100000 -

intensité brute (coups)

50000 -

\ YO R -

245 295 345 395 445 495 545 595 645 695 745 795 845 895 945
longueur d'onde (nm)

0 - L

figure V-20 : Spectrogramme large bande de la pairfrancaise glycérophtalique contaminée par yddgec
deBacillus globigiisporulé initialement conservé dans de I'eau. Pana@®s LIBS : un tir d’énergie 110 mJ par
spectre, délai avant acquisition du spectre : H@lsj d’acquisition : 20 us.
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> Liste des éléments détectés

Peinture « francaise » glycérophtalique contaminée
Longueur d’onde d’émission (nm) des par.
Elément raies les plus importantes (liste non Bacillus Solution
exhaustive) - ) Pollen multiélémentaire
globigii sporulé (eau minérale)

Al 308,215 ; 309,271 ; 394,401 ; 396,452 = = =
Cr 425,435, 427,480, 428,972 = = =
Ca 393,366 ; 396,847 ++ + =

Fe 248,327 ; 344,061 ; 371,993 = = =
Mg 279,553, 285,213 + + =

Ba 553,555 = = =

Cu 324,754 ; 327,396 = = =

Ti 370,229, 503.840 = = =

Na 588,995, 589.552 ++ + +

Si 250,690, 251,432 = = =

Sr 460,733 = = =

C 247,856 + + =

P 253,560 ; 255,326 + ¥ absence
N 410,995 ; 742,364 = = =

(0] 615818 ; 777,194 = = =
CN 388,34 ; 387,14 ; 386,17 Traces Traces Absence
S 921,291 ; 922,811 ; 923,749 Absence Absence Absence

tableau V-8 : Liste non exhaustive des raies d'simisdétectées pour les différentes contaminapanslépots

secs sur peinture frangaise glycérophtalique. Légent++ » et « + » : quantité tres importantes amabie du

composeé ; « = » : quantité stable ; « - » : fagulantité du composé dans un échantillon par ragport
I'échantillon sans contamination. (en terme de oayspd’intensité du composé par rapport a la raieatbone
pris en référence a cause de son importance dafariaules des peintures)

Comme illustré dans le tableau V-8, les élémenteatis correspondent aux constituants
intrinseques de la peinture francaise glycéropitialisans contamination (Cr, Cu, Ti par
exemples), mais également a la nature des entitdarainantes :

» Les composeés biologiguegbactérie, pollen) sont identifiés par la présence importante

d’éléments comm€a, Mg, Na, C et P mais aussi de traces de ra@N issues de la
recombinaison en périphérie du plasma entre leocartdes structures organiques
composant les matériaux biologiques et I'azote’ale ILa distinction entre bactérie et
pollen va étre entreprise par I'analyse multivadés teneurs différentes des éléments
détectés.

» La présence des teneurs élémentaires de I'eau miade est mise en évidence par la

détection de fortes quantités da complétées avec des teneurs plus faibles d’éléments

commeCa, Mg, C. P est absent contrairement au cas des matérialogjigues.
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V.6.5.2.3. Analyse en composantes principales pour classifier

des dépobts biologiques ou minéraux contaminant des

peintures

Comme effectuée précédemment, chacun des specinogs a large bande fournit une
multitude de données spectrales. Le logiciel irdétans I'interface Homme-Machine attribue
les raies détectées en les comparant a la base NI&Tliste de raies est alors obtenue. Seules

les raies du tableau V-6 et du tableau V-7.

FigureV-21 : Représentation sur les trois compa&saptincipales des données spectrales traitéesGraet

issues d’'analyses LIBS de peintures francaise®ghphtaliques polluées par des dépbts de bactiries

d’interférents biologiques (pollen) et salins (MgdQégendes )o Bacillus
globigii (BG, eau) dans l'equ S+ Pollen d’'Orme+ MgSQ,

Une nouvelle fois, les données spectrales propmgue échantillon sont représentées dans

'espace des composantes principales de faconupecselon leur nature :

» Les deux souches de bactéries BG et BT sont tajoien discriminées par rapport aux
deux interférentavigSO, et le pollen d’Orme. Cela ouvre la voie a la dfession
d’échantillons bactériologiqgues parmi un ensemblientdés a analyser dans un
environnement.

* En revanche le milieu de conservation ne semblecpastituer pas une caractéristique
significative de discrimination. En effet les clist des BG dans I'eau et des BG dans le

TRIS ne sont pas clairement dissociés.
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V.6.6.Conclusion sur |a classification de contaminations de surfaces peintes

* La LIBS constitue une méthode de détection muliéiétaire suffisamment sensihle
permettant d’établir la composition atomique det gchantillon a des teneurs compatibfles
avec la présence de traces de contaminations.

» Le spectrométre large bande spectrale de type [Edltiisé dans le démonstrateur permet
de résoudre et d'acquérir simultanément sur destrgggammes l'intégralité des raigs
d’émission constituant alors une base de marquéurinseques de la nature (e
I'échantillon. Les informations obtenues présentantcaractére reproductible directement
issu des plasmas robustes. La rapidité d'obtentibml’analyse des plasma permet |de
répéter les mesures a des fins de fiabilité.

» L’exploitation statistique des données multivariéesre la voie a la classification plus pu
moins fine des échantillons selon leur famille :mpowsés bactériologiques, autfes

matériaux biologiques, interférents chimiques, etc.

V.7.APPLICATIONS A L 'ANALYSE DE PARTICULES SUSPENDUES

V.7.1.Préambule

Les précédents chapitres Il et IV ont mis en évideles difficultés du couplage de la LIBS
pour détecter au vol des particules d’aérosols endypes. Outre la faible probabilité qu’un
pulse laser interagisse avec des particules is@gdduées dans I'atmosphere, les limites de
détection élémentaire sont souvent supérieuresea@xrs atomiques constituant des particules
de diameétre de quelques microns telles que legtest(cf. résultats obtenus pour le calcium,
sodium et magnésium dans les chapitres Il et Mtilisation de filtres accumulant une
certaine quantité de matiere particulaire a d'aieété recommandée.

Des essais ont cependant été menés avec le disdesiirélevement et de concentration des
particules pour évaluer les capacités du démoamsirat détecter certains marqueurs spectraux
de particules d’'aérosols de taille micrométriquempatibles avec des modéles d’aérosols

biologiques agglomérés.

V.7.2.Liste des échantillons particulaires

Le générateur d’aérosol par orifice vibrant (VOAE&st utilisé pour générer des particules

multiélémentaires a partir de gouttelettes de diemee38 pm contenant des solutions
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multiélémentaire calibrées en compositions. L’évapon du solvant (eau) induit I'apparition
de particules asséchées présentant un diamétrdyaéroique de quelgues microns mesurés

par le granulométre APS.

Eau 1l eau 2 eau 3 Eau 4
Diamétre moyen des particules (pjm) 5 4 2 6
. . _1

masse Ca pamch;Iawe (en pg ou'ip 13,45 506 224 15.77

masse Mg particulaire (en pg) 2,14 1,32 0,69 3,42

masse Na patrticulaire (en pg) 0,27 0,80 0,14 0,40
Concentration moyenne particulaifre
en ’sortn::‘ de genérateur VOA(} coy 10,2 9.9 101 9.4
a I'entrée de la veine de prélévement

(en cn?)

tableau V-9 : Liste de quatre eaux minérales (smiatmultiélémentaires calibrées en compositiorr @@ay Mg et
Na) utilisées pour générer des particules calibe@ediamétre aérodynamique et composition.

Le tableau IV-4 de la page 143 nous renseigneesuteheurs en Ca, Mg et Na présentes dans
une unigue bactérie de tyfacillus globigii (BG) Nous pouvons donc convertir les masses

d’éléements Ca, Mg et Na en nombre de bactériegmeRG correspondantes.

Bacillus globigiiBG 1] Bacillus globigiiBG 2| Bacillus globigiiBG 3

masse de Ca d'une seule bactérie (e pg) 0,023 0,021 0,204
Nombre de bactéries correspondantep en
terme de quantité de Ca dans une unjque 580 634 66
particule issue de I'eau 1
masse Mg d’une seule bactérie (en pg) 0,006 0,007 0,056
Nombre de bactéries correspondantefs en
terme de quantité de Mg dans une un 357 289 38
particule issue de I'eau 1
masse Na d’une seule bactérie (en {g) 0,009 0,008 0,116
Nombre de bactéries correspondantefs en
terme de quantité de Na dans une unjque 30 36 3

particule issue de lI'eau 1

tableau V-10 : Quantités de bactéries de Bpeillus globigiien termes d'éléments Ca, Mg et Na contenues|dans
une seule particule asséchée issue de I'eau 1

Le tableau V-10 indigue qu’une seule particule mldmentaire issu de l'eau 1 peut

représenter jusqu’a plusieurs centaines de bastéie termes de masses élémentaires
équivalentes en Ca, Mg et Na.

Ces particules asséchées pénétrent dans la veinpgétlvement et subissent le cycle de
sélection granulométrique a travers les differétéges d'impaction réelle et virtuelle. Du fait

de leur diametre aérodynamique compris entre 1( e, on suppose que les particules du
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tableau V-9 aboutissent en sortie de la veine, @utnées d’un facteur 10 et dirigées vers la

position de formation du plasma pour y interagatistiquement.

V.7.3.Paramétres LIBS

* Pulse : Energie du pulse = 110 mJ (voltage dentgpéaflash = 6 V)

* Réacteur utilisé : chambre pour particules en deala veine de prélévement — Distance
focale de la lentille de la sonde portative : 650

« Délai avant acquisition : 2 ps — Durée d’acquisiti®0 us
* Nombre de tirs par série : 150 — Nombre de plasanapectre : 1

* Nombre de séries par type d’échantillon : 3

V.7.4.Résultats et Discussion

ca
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396.847 nm
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figure V-22 : Types de spectres « large bande erlst lors d’analyses LIBS de courants de particules
monodispersées asséchées (diamétre aérodynamiglieSium) issue de la solution « eau 1 ». Le tspam
position inférieure référe a la présence de pdefspanalysée(s) par le plasma. Celui en pos#igrérieure a
trait a un plasma n’interagissant avec aucunequegtsi ce n’est I'air ambiant. Le spectre supéresi juste
décalé en ordonnée pour une meilleure distincB@amametres LIBS : simple tir laser d’énergie 110 aélai
et durée avant acquisition = 2 et 20 ps respectwem

A l'instar des expériences menées sur les aérasmigendus, les taux de rencontre plasma-
particule(s) sont faibles. Les spectrogrammes dentleux types : ils témoignent ou non de
l'interaction.

Lors d’une interaction plasma-particule(s), lesesad’émissions sont directement liées aux
composants des solutions multiélémentaires utdig@@ur générer les particules asséchées :

magnésium, calcium, sodium. Lors d’'une interactiandétection des particules est effective,
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ce qui valide I'efficacité de transport et de stitetde la veine pour sélectionner et focaliser
des particules prélevées dans I'environnement. @kpd, I'obtention des raies d’émission est
possible uniquement en détectant une quantité iapr de matiere particulaire comme

montré par le tableau V-10. Cette remarque valid®ee une fois la nécessité d’accumuler une
certaine quantité de bactéries pour permettre étection effective compatible avec les limites

de détection de la LIBS.

V.7.5.Classification par anal yse multivariée en composantes principales

L’ensemble des marqueurs spectraux constitue umse Ipaur élaborer les composantes

principales du traitement ACP.

E o D R R e e L e N S R g T S N A e A D e a R B S s EaTh
§feenemenenes fesnensnnos P
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Figure V-23 : Discrimination effective de modéléa&tosols biologiques. Légendes

Les quelques marqueurs (Ca, Mg, Na et P choisi aoatistriminant bactérien) permettent de
classifier les différentes particules selon leudura

V.8.CONCLUSIONS SUR L’ APPORT DU DEMONSTRATEUR LIBS

Les qualités intrinséques de la technique LIBS qidité, fiabilité, répétitivite) ont été
combinées aux dernieres technologies disponibleemenes de matériels et de procédés de
traitements de l'information spectrale (laser mimigsé, spectrometre compact a large bande
spectrale de 200 a 1000 nm simultanément, systénfesnatiques rapides, logiciels de

reconnaissance automatiques de marqueurs, algestld traitement multidimensionnel des
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données spectrales). Cela a permis de développdémonstrateur LIBS opérationnel inédit
pour détecter potentiellement tout type d’échariilen laboratoire, voire sur le terrain. En ce
sens, le démonstrateur opérationnel LIBS réponautes les fonctions requises par la DGA
pour en faire un outil d’alerte.

La méthodologie LIBS ne prétend pas se substitwer rméthodes complexes d’analyses
éprouvées en laboratoire et spécifiques permeitdantification précise d’échantillons aussi
complexe qu’une souche pathogéne de bactérie manm®. Cependant, la LIBS permet de
détecter rapidement, quasiment sans préparatiobat®e des marqueurs spectraux d’un
échantillon inconnu. L'étape suivante est I'élaliora d’'une intelligence artificielle laquelle
associerait les marqueurs spectraux détectés dateses d’'échantillons : métaux majorants et
minorants des alliages métalligues ou des liantspigments d'une peinture, atomes
hétéroatomiques des toxiques chimiques de typenohgdogénés par exemples, constituants
de base de la matiére organique inerte (suies ldipsessieres, etc.) ou vivante (bactéries

potentiellement pathogenes ou non).

LIBS : analyse multiélémentaire avec
sensibilité adéquate a la détection de traces

identification
des raies avec
hases NIST
Rapidité Base de données spectrales d’échantillons
= Alerte et {traces et majorants)

con.!i rmatiop Exploitation statistigues
du diagnostic s donnans

Muitidimensionnelies (ACP)

Discrimination de
l'information spectrale utile

Reproductibilitd
- fiabilité du @
diagnostic
Classification des
échantillons par famille

Méthode transportable hors du laboratoire

figure V-24 : organigramme pour concevoir une ifgehce artificielle d’identification d’échantillan
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce rapport a présenté le couplage d’'un milieu péasrmduit par laser et caractérisé en termes
de volume d’échantillonnage et de densité de putgsa avec des matériaux hétérogenes dans

un environnement ambiant (déposés en surface @esdss dans un gaz).

La premiere étape de I'étude a consisté a la mispoint d’'une méthode de travail sur une
gamme d’aérosols calibrés en concentrations (micribglettes générées a partir d’eaux
minérales de compositions connues et reproduclibledtalonnés en taille pour modéliser des
particules de volume micrométrique contenant quedquarties par million d’éléments comme
le calcium (Ca), le magnésium (Mg) ou le sodium )(N&ne chaine d'analyses par
spectroscopie de plasma induit par laser (Lasarded Breakdown Spectroscopy ou LIBS) a
éte développée pour qualifier les composants éltimes intrinseques des aérosols modeles
par lintermédiaire de volumes plasmas induits étsesvés de fagons optimisées et
reproductibles. Les intensités des raies d'émissaaractéristiques des éléments Ca (393,366
nm et 396,847 nm), Mg (279,553 nm) et Na (588,29588, 552 nm) ont été exploitées pour
établir leur courbe de calibration (exprimée eemsité d’émission selon le nombre d’élément
par unité de volume échantillonné par le plasma).

Le traitement des données spectrales multiélénrerpar une méthode d’analyse multivariée
telle que I'analyse en composantes principales (A&CPermis de dépasser le cadre du simple
dosage élémentaire pour aboutir a la classificaties microgouttelettes d’aérosols selon la
nature de I'eau minérale de référence employée.vhia de la classification, voire de

I'identification a alors été résolue.

Grace a ce protocole, I'objectif a alors été d’aws modeéle de référence pour discrétiser le
réle d’une bactérie a la fois par rapport a unerogiouttelette aqueuse modele ; et par rapport a
un environnement (substrat nutritif sur lequel lbactéries se développent, présence
d’interférents constituant des leurres, etc.).

Fort des modeles calibrés initialement, nous ayenétablir les signatures élémentaires, voire
moléculaires, précises et intrinséques de micresusgnes bactériens dotés d’'un métabolisme
mis en évidence avec la détection du phosphor@ [f@dénosine triphosphate (ATP). Un
rapport reproductible de raies élémentaires tejles P/C a ainsi été sélectionné dans le cadre

de spores lyophilisées.
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L’étape suivante nous a permis de différenciebbegéries sous formes végétatives par rapport
a leur gélose nutritive. Une différenciation destbaes a été entreprise par rapport a des
échantillons potentiellement interférents tels dae sels minéraux et des pollens employés en
guise de leurres chimiques et biologiques. Powa, ael traitement statistique a été développé
pour exploiter les identifiants spectraux établis ks raies d’émissions détectées pour cinq
éléments (Ca, Mg, Ca, K et P). En utilisant lesrbes de calibration préalablement établies sur
les aérosols modeéles et dans le but d’avoir unttuse de mesure, nous avons corrélé les
niveaux d’intensité des raies détectées par I'amalyiBS d’'un volume connu de bactéries
cultivées sur gélose. Nous avons établi que destiggsm analysées par LIBS comprenant
environ au moins environ 200 bactéries de tBaeillus étaient nécessaires pour obtenir des
raies d’émission exploitables en tant gu'identif&arspectraux. A défaut de gain dans la
sensibilité de la technique actuelle, il est adémeent nécessaire d’accumuler suffisamment de
matiere biologique (agglomération de particules filwation sur membrane connue pour
analyses LIBS différées, par exemples).

La détectionin situ, reproductible, rapide et sensible par LIBS d’tifeants spectraux pour
chaque échantillon ainsi que leur exploitation graalyse statistique multivariée ont permis de
classifier les bactéries cultivées dans des camditconnues. Les bactéries apparaissent tout de
méme comme des milieux vivants fluctuants et téggeddants des conditions environnantes et
du vieillissement, ce qui dégrade parfois la cfasgion des échantillons. Toutefois, nous
avons pu identifier les bactéries dans les cagéstules distinguer des leurres et souligner dans
plusieurs cas la possibilité de différencier plussesouches.

La mise au point d'une méthodologie d’analyse cékbet validée au niveau du laboratoire
pour détecter et exploiter des identifiants speestra été transposée pour concevoir un outil
transportable basé sur le principe de la LIBS. &eslutions technologiques ont permis la
diminution des dimensions des composants de lanehdiacquisition par LIBS tout en
conservant les performances en termes de serg&ibiéitrapidité et de reproductibilité. Une téte
laser Nd :YAG portative délivre des pulses ns d’gmeeatteignant 200 mJ (avec des qualités
optiques conservées en termes de divergence, mbfiliametre de faisceau) et avec une
répétitivité élevée (15 Hz) permettant de multiples mesures et de confirmer les identifiants.
L’introduction de spectrométres compacts de typeelie sans aucun réseau mobile fournit des
spectrogrammes a large bande spectrale (de 200Garif). Le détecteur iCCD — accolé au
plan de focalisation en fente de sortie du sped@tmm- intensifie et numérise 'ensemble des
raies d’émission en une seule acquisition. Un spgamme global est obtenu chaque

seconde. Le spectrométre Echelle est apparu conmmmmpromis analytique pouvant étre
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amelioré dans le futur: I'ensemble des raies cdailblpa avec la gamme d’identifiants des
familles de risques (gaz toxiques, agents bact@jiglies, espéces métalliques, etc.) est
détectée simultanément mais de maniére lente ét spectre) par rapport a la fréquence de tir
du laser (15 Hz ou plus selon les modeles). De méesedifférentes zones composant le
spectrogramme présentent des rendements optiqéféseris selon les longueurs d’ondes
considérées : la sensibilité des identifiants spegt détectés n’est donc pas optimale et peut
étre améliorée.

Un dépouillement méthodique des identifiants speestra été développé. Le traitement
statistigue de ces données multivariées a permiglaiesifier de facon reproductible les
échantillons selon leur nature. Les bases d’'uredligeénce artificielle ont ainsi été jetées pour
corréler automatiqguement les raies d’émissions ifiged et quantifiées a une famille de
risques : agents de combats, cibles métalliquemt(pe, munitions, etc.) pour identifier
lidentité du manufacturier, surfaces contaminéesr pdes agents chimiques ou
bactériologiques. Selon le type d’échantillon, leoix d’'une méthode d’analyse LIBS
optimisée en terme de volume échantillonné a édu@écessaire (cf. Tableau conclusion- 1).
Le résultat des analyses a abouti a une liste mtiitknts spectraux permettant de classer les
échantillons par famille de risques (cf. tableanatusion- 2). Des méthodes d’analyses plus
spécifiqgues (microbiologie, spectrométrie de massts.) mais complexes et souvent
chronophages pourront étre employées pour confighgréciser la nature des échantillons,

tels que le caractére pathogéne de certaines lesctér

Tableau conclusion- 1 : Méthodes analytiques a eyeplselon la famille de risques considérée

Projectiles Contamination ACHEEIDS CJLE
Familles de | Gaz de combat ol ! S chargés ou non de Matériaux
: - munitions, mines chimique : 5 : :
risques dans l'air i 2 2 particules séches ou biologiques
métalliques déposée .
salines
1 ou 2 tirs de Si particules déposéesl a 10 tirs en
) 1000 tirs nettoyage SUrUN® - series de 1 4 2 surface
Méthode . position + série de| .. .
: accumulés par , tirs par spectre si—; . . —
analytique 10 tirs laser sur la| _ - . | Si particules en suspensionseéries de 100
spectre " .| aérosols déposés . > S
position avec 1 tir 1000 tirs pour obtenir une statistique
par spectre acceptable (1 tir/spectre) aprés
concentrations des particules
ZOSZIgrl: go S | Dequelques ms 3 De 100 msa5s,  Siparticules déposéesde 100 ms a
Durée ] . 10 sselonla | selonle nombre quelques s, selon le spectrometre
, X fréquence de tir . .
d’obtention du laser fréquence de tirs laser et | : : . :
des spectres i f d’acquisition du type de Si particules en suspensionde 1 a 10 min
(fggpecllgeﬁen spectrométre spectrométres | pour augmenter les chances d'interactio
et z) laser-particule(s)

h
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tableau conclusion- 2 : Développement d’'une contbirmanalytique appliquée aux risques militairesils a I'air ambiant. « X » et cases coloréésignent les
identifiants spectraux a considérer pour chaqudliade risques. Les sensibilités acquises en Eboe sont indiquées.

Familles de risques | Gaz de combat dans I'air Projectiles, munitions, mines métalliques Contamination chimique déposée AéLzﬁfufg]susgéhi\éeguogaﬂﬂzges Matériaux biologiques
Identifiant Sensibilité (en ppm m/m) correspondante en LIBS seh raies d’émission indiquées

Ca 0,03 ppm (393,366 nm) X (393,366 nm)
Na 2,00 ppm (588,995 nm) X (588,995 nm)
Mg 0,50 ppm (279,553 nm) X (279,553 nm)
K X (766,449 nm) X (766,449 nm)
Si 15 ppm (288,158 nm, bronze NIST SS555) [1
C 3 ppm (247,856 nm) [2] X (247,856 nm) X (247,856 nm) X (247,856 nm) X (247,856 nm)
S 500 ppm (921,291 nm) [3] X (921,291 nm)
Cl 55 ppm (837,594 nm) [2] X (837,594 nm)

20 ppm (685,604 nm) [2] X (685,604 nm)

1 ppm (253,560 nm) [4] 38 ppm (253,560 nm, bronze NIST SS-555) [1] X (253,560 nm) X (253,560 nm) X (253,560 nm)
As X (278,020 nm) X (278,020 nm)
Hg X (253,652 nm) X (253,652 nm)
Fe 67 ppm (251,083 nm, bronze NIST SS555) [1 X (251,083 nm)
Cu 6 ppm (324,754 nm) [5] X (324,754 nm)
Al 27 ppm(308,215 nm,Si photovoltaique purifié) [6]
Pb 140 ppm (280,199nm, bronze NIST SS-555) [1]
Zn X (330,294 nm) X (330,294 nm)
N X (715 nm) [7]

HetO X (H,: 656,279nm, O : 777,194 nm) [7]

1 MOREL, Stéphaneinalyse des surfaces contaminées par spectrosdegiasma induit par laser : Applications a la d#ien et & I'identification chimique et biologiquéh : Paris 6 : 2002, 304 p.

2 LEONE N., FATH G., Note technique DGA/CEB, 2006

3 DUDRAGNE L., ADAM P., AMOUROUX J.-Time-resolved laser-induced breakdown spectroscapplications for qualitative and quantitative detien of F, Cl, S and C iair, Appl. Spectrosc.52, 1998,
pp.1321-1327

4 RADZIEMSKI L. J., CREMERS D.A., HOFFMAN N.MTime-resolved laser-induced breakdown spectronatagrosolsAnal. Chem.1983, 55, pp. 1246-1252

5 ISMAIL M.A., IMAM H., ELHASSAN A. et al, LIBS limits of detection and plasma parametersafies elements in two different metallic matrjcesAnal. At. Spectrom. 19, 2004, pp. 489-494

6 SORIC A., MORVAN D., AMOUROUX J.,.LEONE N., ADAM PLIBS analysis of photovoltaic material includimgfer and raw material, High Temp. Mat. Proc2006,10, 4, pp. 583-590

7 Nota Bene: Identifiants potentiels de molécules organiquessejue les explosifs
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A l'avenir, les performances analytigues du systeniBS transportable pourront étre

notablement améliorées en considérant plusieussaoi :

1. le rapport (RSB) du signal (S) émis par les espéckantillonnées respectivement par
rapport au bruit spectral (B) peut étre augment& doninuer davantage les limites de
détections élémentaires de la LIBS,

2. le compromis analytique offert par le spectrométriarge bande spectrale de type
Echelle peut étre appréhendé difféeremment. La Ulargspectrale permettant
'acquisition simultanée sur un domaine allant @ 2 1000 nm est obtenue au
détriment des rendements optiques qui dépendeténest de la longueur d’onde
d’intérét : la conséquence est que les identifiapectraux mesurés ne présentent pas
une sensibilité optimale. Le spectrométre Echedlgpte au détecteur CCD intensifié
pourrait étre remplacé par une série de spectresétiniaturisés, chaque module
couvrant alors une largeur spectrale limitée maiers une réponse optimisée et
sensible. Le couplage en série de ces détecteumatores permettrait la détection
simultanée de tous les identifiants d’intérét.

L’analyse multiélémentairi situ, sensible, rapide, reproductible ouvre la voia détection
élargie de familles d’échantillons liées aux doreaimilitaires mais aussi civils : détection
des métaux lourds dans un fluide pour des appdicatirelatives a la qualité de
'environnement, suivi en ligne de procédés de ifabion de matériaux ultra purs
(photovoltaiques par exemple) ou expertise de sarfa couches multiples (matériaux
microélectroniques). Le réle de l'outil transpoftalkest alors de déclencher rapidement la
mise en ceuvre d'actions supplémentaire pour coafilen présence d’'une famille de risques
et décider des réponses (protection, décontammatiodification d'un procédé de
fabrication, etc.).

Ces perspectives ont été validées sur de nombremmes applicatifs dépassant le cadre du
domaine militaire. L’expertise LIBS de cartilagegtiailaires ouvre-t-elle le champ de
I'analysein situ par fibroscopie des teneurs élémentaires desBued des structures osseuses
composant le corps humain. De fagcon analogue @olhgion environnementale, la détection
en temps réel d’'une anomalie dans les teneursntiidats spectraux est un signe d'alerte
d’'un dysfonctionnement.

Enfin, nous notons que les performances en hawssaaliveaux détecteurs de type iCCD et
du traitement du signal par le rapport du signalsépar rapport au bruit spectral (RSB)

envisagé laisse entrevoir moult améliorations dgelasibilité vers des niveaux de l'ordre de
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0,1 a 0,001 ppm pour les composés a tres fortesétés dans le domaine des systemes
spectrométriques a multi détecteurs optimisés. détection de I'ordre de quelques ppm est
envisageable pour les composés les plus difficilesciter et présentant une faible émissivité
et des raies d’émissions avec des longueurs d’anéleignées vers le domaine de I'Ultra
Violet (A<300 nm). Rappelons cependant que la vitesse d&tiqn et la multiplication
possible de I'analyse par accumulation sur un mg&peetrogramme permettent également de
contourner bien des obstacles restants.
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ANNEXE | - ELEMENTS MATHEMATIQUES ET
INFORMATIQUES DE TRAITEMENTS MULTIVARIES DES
DONNEES : ANALYSES EN COMPOSANTES PRINCIPALES

Les méthodes multifactorielles permettent d’obtedés représentations graphiques qui
constituent le meilleur résumé possible de l'infatibn contenue dans un grand tableau de
données. Pour cela, il faut consentir a une pérédnation afin de gagner en lisibilité.

Dans nos traitements de données, I’Analyse en Ceamte principale (ACP) a été automatisé
grace aux modules informatiques préprogrammésesiagiciel Matlab version 7.14. Dans la
suite nous résumerons les idées et concepts delbd9e€CP pour représenter facilement des
individus présentant des caractéristiques sim#aii2e nombreux ouvrages présentent de
facon exhaustive les méthodes de multivarieeq9JgJLO]

Dans la plupart des situations, on dispose de guusiobservations sur chaque individu
(échantillon) constituant la population d’étudevariables (ici les raies démission associees a
une longueur d’'onde) par individu, p étant stricé@insupérieur a 1. L’étude séparée de
chacune de ces variables donne quelques infornsatiais est insuffisante car elle laisse de
c6té les liaisons entre elles, ce qui est pougantvent ce que I'on veut étudier. C'est le role
de la statistique multifactorielle que d’analyses tonnées dans leur ensemble, en prenant en
compte toutes les variables. L’Analyse en Comp@saRtincipales (ACP) est une méthode
pour étudier les données multidimensionnellesgloestoutes les variables observées sont de
type numérique, et que I'on veut voir si il y a diess entre ces variables. L’ACP représente
des données initiales a l'aide de nuage de pomuts dn espace géométrique. L'objectif est
alors de trouver des sous-espaces (droite, plagui représentent au mieux le nuage initial.
L’'analyse en composantes principales (ACP) consisteprésenter les spectres de données
multivariées (plusieurs centaines, voire millielimteénsités de raies associées a une longueur
d’'onde ici) dans un nouvel espace de dimensions imeindre et conservant I'information

contenue dans les données initiales.

8 GEORGIN J-P.Analyse interactive des données (ACP,AFC) avec|BE2Q®0 — Théorie et pratiqué ed.
Presse Universitaire, Rennes, 2002, 267 p. )

9 BOUROCHE J.-M., SAPORTA GL’analyse des donnéésd. Presses Universitaires de Frant& &lition,
coll. Que Sais-je, Paris, 127 p. )

19 SAPORTA G. Probabilités Analyse des données et statisticee: Technip, 2" édition, Paris 2006, 622p.
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Les données initiales sont sous la forme d’'uneioea® des p spectres en ligne pour chaque
échantillon observé. La matrice S correspond awrdmnnées des spectres dans la base
initiale des n longueurs d’onde.

Les vecteurs propres de la matrice de covarianSe-Sivec S’ la matrice transposée de S —
constituent les composantes principales (CP). LBsf@ment une nouvelle base laquelle

présente les propriétés suivantes :

» Chaque composante principale définit un axe deamae maximale de I'ensemble
de données initiales,

» Ces axes sont orthogonaux: linformation conterdens une composante
principale n'est pas corrélée a celle contenue dame autre composante
principale,

» The valeurs propres associées avec a chaque comp@sacipale caractérise la

quantité d’'information qu’elle contient.

Classiquement, quelques composantes principaledjeaudes centaines ou milliers de
longueurs d’onde initiales, vont représenter lasgt@talité de I'information spectrale. A
partir de la base définie par les composantes ipates, nous pouvons calculer les
coordonnées des spectres dans le nouvel espa@pdsantation. Les spectres sont alors
projetés sur le plan de$™et 2™ composantes principales contenant la majeureepdei
l'information.

L’ACP est une technique de réduction des donnééisl@s (n spectres avec p longueurs
d’ondes chacun) dont I'objectif est de trouver E@mbinaisons des variables initiales
(appelées composantes principales) qui décriventtdadances a l'intérieur des données

initiales.

Un programme a été développé sous Matlab 4.2 &ide Ide Philippe ADAM du CEB, puis

nous l'avons converti sous Matlab 7.14.
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ntales [d'aprés GEORGIN)

Le tableau doit &tre charge automatiguement en rentrant som nom

clf
clear ail

Homfic=uigetfile ("%
omfic (i:length

om du fichier § Y BT %/ "exempls’
i ol % / "exemple.txt”
& / Chargement
% / Transfert wvers R
& / Efface 'sxemple’
& / Effara wariable intermediairse
% / Fombre de lignes bservations)
& / Hombre n ariakbles)
= % de pas
Irsgre | (H-1) [NV, % standard {M-1)
3 2
Choix de la matrice de travail
i %
%
%
clear B ;
clear & ;
clear E H

wvariables

idus dans

1 des coordonnées des ind:

=exig{i"*KE, "nokbalance"}; 3 cteur 7 wvaleurs propres

Remise en ordre de U par valeur propre décroissante

£ Jaleurs prores non triédes
% /Valeurs propres décroissantes

ine les anclennes positicms des valeurs propres
remise en ordre
itation avec signe (-1 si permutati

(=1}~ (Place-k};

L1} ction

prai

% /On remplace

Z=¥+*U; % fProjection pour coordonnées des points dans les axes factoriels
clear U; % fCar on en n'a plus besoin
% /Sauvegarde de la matrice projetée pour rechargement ultéridur sans refaire les calculs
R}
% /hffichage des wvaleurs propres triges de la matrice "N'

disp{'Calecul des coordornnées des variables dans les ames factoriels'

On utilise la propridté GE

KU a deii

acteurs propres
c On évite ainsi de créer la
r dimension N*N ol ¥ est le nombre de p

; % /Iraduction de la formule GECRGIN
% sProjection directement dans le sous-espace din
% /Car on en n'a plus bescin.

n' & rep -~= 'H" }; % /Début de boucle 1

% /Sélection par défaut dans le cas ol il n'y a
% gue deux variables ce gui évite de poser la guestion

ce la 3éme composante guand il n'y en a gue 2. Utile pour TracedL

ent la dimension
ante' du logiciel
par ailleurs

% /k3 pazrce

% /Tracé des points iniciaux
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+g*) % /Tracé des individus et variables dans les axes factorisls

texc{Wik, i), Wik, 33+.1,numBscr(k}, "FontSize™, 8} % /Labels sur les variables
end

fo)

¥Flabel ()
zlabalick)
grid

correlations

disp('Cercle de ccrre ion et calcul de 1''angls')
WE=W; % /On ne garde gu'une sous-matrice de dimension P
Horme=1[]; % S itialisation car ces deux wvariahles changent i chague boucle

% fCalcul des coordonnéec sur le cercle 'corrélations”

% Trace du rcle des corelations

=

strii), i , mumZste{j) , “F"1i

colas LEONE)
CROTIX)
IBS sur-bolite ‘de Petri

TracelNL
TracelD

souches bac

h=legend|'
axes (k)
refresh (gef}

hold off

if P==2
rep="n';
else
rep=input|'Mouvelles composantes [y, or nfH)] 7
and % #Fin de TiE'
and % /Fin de boucle 1
and % in du programme

Listing informatique du programme développé poAnklyse en Composante Principale sous Matlab
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photovoltaique

ANNEXE Il — COUPLAGE DE LA LIBS AU SUIVI D'UN
PROCEDE DE PURIFICATION DU SILICIUM DE QUALITE
PHOTOVOLTAIQUE

I- Préambule et Contexte de I'étude

Le travail, résumé ici, a été réalisé en collabavat[11] avec I'équipe du professeur Daniel
MORVAN du Laboratoire de Génie des Procédés Plassmabraitement de Surfaces de

I'Université Paris 6, avec la participation activle mademoiselle Audrey SOR[TC2]

L'industrie des énergies photovoltaiqgues présenés g@erspectives prometteuses des
générateurs électriques écologiques plus perfosnantmoins chers. La fabrication des
panneaux photovoltaique met en jeu des blocs dmusil métallurgique. Ces matériaux
présentent I'inconvénient de posséder des impuretaturelles ou issues de pollution — telles
gue les métaux de transition de la couche 3d @itarcuivre), certains de la couche 4d
(molybdéne, palladium, argent) et 5d (platine,@ij)si que des métaux alcalins, lesquels
constituent des centres de recombinaisons desrasctproduits par la mécanisme
photovoltaique. Une méthode originale a été déydeppour purifier le silicium de type
métallurgique pour obtenir une qualité ultra puta:plasma thermique radiofréquence fond
le silicium sous forme d’'un bain soumis a une défee de potentiels pour faire migrer
sélectivement et concentrer les impuretés en pénipla éliminer. L’objectif est de coupler la
LIBS en ligne sur le bain de silicium fondu. Desalgsesex situont été faites pour
appréhender la faisabilité du couplage. La LIBS adaptée a l'analyse des matériaux
ultrapurs comme le Si photovoltaique pour la redherd’impuretés (Cu, Ca, Al, Si, P, Si,
etc.). [13] [14] [15]

1 SORIC A., MORVAN D., AMOUROUX J., LEONE N., ADAM P LIBS analysis of photovoltaic material
including wafer and raw materiddligh Temp. Mat. Pro¢c2006, 10, 4, pp. 583-590

12 SORIC, Audrey/nfluence de la polarisation du silicium fondu galasma thermique. Etude du transfert de
matiére et contréle du procédé en ligne par OE&edt pureté par LIBSTh : Sciences : Paris 6 : 2006

13 ROMERO D., FERNANDEZ ROMERO J.M., J.J. LASERNA,sBibution of metal impurities in silicon
wafers using imaging-mode multi-elemental lasemuoetl breakdown spectromerty, Anal. At. Spectrom.,
1999, 14, pp. 199-204

14 ROMERO D., J.J. LASERNA, A microanalytical studf aluminium diffusion in photovoltaic cells using
imaging-mode laser-induced breakdown spectromg&gctrochim. Acta Part 000, 55, pp. 1241-1248

15 MILAN M., LUCENA P., CABALIN L.M., LASERNA J.J., @2pth profiling of phosphorus in photonic-grade
silicon using laser-induced breakdown spectrométppl. Spectros¢1998, 52, 3, pp.444-448
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I1- Descriptif du procédé de purification par toraplasma RF polarisée

La torche plasma est composée de 14 doigts deectgfioidis a I'eau. Le plasma est généré
par 4 spires inductives enroulées autour de ldnéoet reliées au générateur RF de fréquence
4,5 MHz. L'enceinte de traitement est composée daatteur cylindriqgue en acier refroidi a
'eau et d’'un porte substrat amovible en cuivreaieli. Un générateur d’une puissance de 1,2
kW et de gamme de tension de —600V a +600V pouiniaasité de courant maximale de 2A
est utilisé. Le Si est fondu selon des duréesmtitions optimisées par Audrey SORIC |12]

Cage de Faraday ~| | I
Injecteur
oApplicateurplasma ol I o
ZIR=
Spires inductives PR 04.% e BT ]
Wy U
hublots i_a F‘f Spectrometre
‘ v d’émission

Alimentation :{
continue pour | e
la polarisation
de I'échantillon

Substrat

Plateau en cuivre :
refroidi a l'eau ...

Fil de tungsténe dans
une gaine d'alumine

TN

nceinte refroidie a I'eau i
_ Zone 1 : pointe de

cristallisation

=\
Zone 2 :
> Silicium
purifié
J

Substrat de graphite

Sen dmi ration des impuretés Dome du bain de Si purifié aprés
grati ;P recristallisation
symbolisée par Li

Figure A2-1 : schéma de principe du réacteur ag¢aild sur le Si fondu par torche plasma et sodnise
champ électrique pour faire migrer les impuret@®hetographies du déme de bain de Si cristallisé
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A I'issu du traitement par la torche plasma d’argbre champ électrique couplé, le silicium

cristallise en présentant une pointe différentéadsase (cf. photographie du déme du bain).

I1l- Analyse ex situ des régions du Si cristalliggour valider les parametres et

le résultats des migrations d’'impuretés

I1l-1 Paramétres LIBS

> pulse du laser Nd:YAG,= 1064 nm, durée de 6 n et d’énergie a 80 mJ (@uBnitlant)
> lentille de focalisation de focale 130 mm
» FTSD (focus to sample distance) : 0

I11-2 Mode opératoire pour une semi quantificatides impuretés

Pour chaque zone de I'échantillon analysé, on @gémnquante tirs répartis en deux séries :

1. Trente tirs donnant lieu chacun a I'enregistrentéum spectre : le surface du matériau
est décapée pour éliminer toute impureté de swgfaaeceptibles d’étre déposées au
cours de la manipulation de I'échantillon, du trzors, etc.

2. Accumulation de vingt tirs sur un méme spectre poumnaitre la composition de
'échantillon. L’accumulation permet de mieux dié@cier les raies des éléments
présents en faible quantité et de moyenner lessités sur plusieurs tirs. Plusieurs
points de mesure pour chaque zone

Un rapport est choisi pour sa reproductibilité e@aen référent interne une raie du silicium.

Al Ca Pourcentage
> &33?&2;3;"1 315,887 nm derreur du
298,765 nm AN 4817933 mm Impureté rapport
1.2E+06 1 X /] d mt((;T)snes
Fe
’('u.\ 300:,095 nm Al 8,9
S B.0E+05 | cu
@ i Si 324,754 nm
= 302,000 nm & 327,396 nm
5 ] Ca 13,2
c
~ 4.0E+05 U
\’\VJ Cu 11
0.0E+00 T T T T
298 308 318 328 338
Longueurs d'onde (nm) Fe 9,7

Figure A2-2 : Analyse LIBS d'un échantillon dedilim métallurgique de qualité Pechiney dans latfené
spectrale 298 - 338 nm - Pourcentage d'erredeswaleurs des rapports d'intensités calculé jagoiemétre
spectrale 298-338 nm
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Les domes de bains de Si purifié présentent: uar aeec des impuretés en quantités
diminuées aprés traitement et ayant migrer vemsefface qui concentre les impuretés non

évaporées.

Tableau A2-1 : Longueurs d'onde des raies sigiifiea relevées sur le spectre de la Figure A2-2

Elément Longueurs d’onde (nm)
Si 245,213 ; 250,690 ; 251,433 ; 251,612 ; 251,9292,412 ; 252,851 ; 253,238
Fe 244,387 ; 248,327 ; 249,064 ; 249,115 ; 253,899
C 247,857
B 249,678 & 249,773
P 253,565
Si 298,765 & 302,000
Al 308,215 & 309,271
Ca 315,887 & 317,933

111-3 Analyses quantitatives étalonnées par ICP

Pour calibrer les rapports d’intensités de raiés & la concentrations de I'élément d’intérét
par rapport au Si, les échantillons bruts (métgifres), traités par le procédés et ceux de
déja qualité photovoltaique sont analysés par IQR doser en valeurs absolues les teneurs

en impuretés. Les valeurs sont reportées danabé=atix suivants et exprimées en ppm :

Tableau A2-2 : Tableau récapitulatif des conceiainatde départ et aprés trente minutes de traite(panun
plasma d’argon pur de puissance = 17 kW) des ingsicu silicium (ppm)

Impureté Métallurgique Echantillon traité a Echantillon traité a
(ppm) n=0V (ppm) n=+21V (ppm)
Al 4944 2390 309
Ca 2772 1121 225
Cu 156 74 16
Fe 4300 1529 764
Mg 60 8 8
B 80 64 64
total 12312 5186 1386
Efficacité de la purification 2,4 8,9

Les niveaux de sensibilités élémentaires de la L4B& en adéquations avec ceux de I'ICP.
Le choix d’'un potentiel de +21V contribue a réduile prés d'un facteur 9 la quantité des
impuretés initialement présentes.

L’analyse LIBS permet ainsi de mieux comprendrenigration des impuretés dans le bain
fondu en fonction des conditions de du traitemexudrey SORIC propose le modéle

d’interprétation suivant.

Au cours du traitement plasma d’argon, l'applicatia’'une surtension anodique a

I'échantillon favorise I'élimination des impuretégtalliques et ce quelque soit le silicium de
départ ; le phénomene responsable est de typeo&eirhique. A ce titre, on peut proposer un

mode opératoire analogue a celui d’une celluletélehimique ou le plasma se comporterait
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comme une « solution électrolytique » permettaritdasfert des ions et des électrons tandis

gue I'échantillon joue le role d'électrode

Zone d'injection des gaz
plasmagénes (masse
[ électrique jouant le rédle
de cathode)
Plasma
Plasma -
< Ox"™ e-
. 1 Polarisation par
, 5°|U1"°f' e application d'une tension
électrolytique o~ Oxydation T continue (+ ou -)
. Ox“*T
Diffusion
Couche
. Red — Ox"* +ne- limite
Echantillon A 4
= |
Fe Silicium
Electrode Al Ca liquide
(Anode)
Electrode support
en graphite

Figure A2-3 : Résumé des phénomenes responsabtesndtert de matiere a l'interface plasma - édliamtde
silicium liquide

Le LIBS permet de valider en temps réel les cood#ila qualité de la purification. Les
industriels francais du secteur (sociétés EMIX btBwatt France) sont intéressés par la
méthode. A partir du début de I'année 2008 un digipd.IBS sera installé sur une chaine de
production industrielle de Si métallurgique fonduseumis au traitement : le couplage serait
cette fois-ci direct pour des analyses in situ mg diagnostics immeédiats : le couplage de la
LIBS est fait pour I'analyse a distance de bairc@aen fusion, ce qui prouve la faisabilité du
projet. [16]. L’étude se poursuit actuellementlggrfacteurs permettant d’améliorer la qualité

de purification (gaz environnant, augmentationadegehsion appliquée, etc.)

% PALANCO S. ET AL., Analytical control of liquid eel in an induction melting furnace using a remote
plasma spectrometel, Anal. At. Spectrom2004, 19, pp. 462-467
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ANNEXE Il — ANALYSES PAR LIBS DE TISSUS
ORGANIQUES POUR DIAGNOSTICS BIOMEDICAUX

I- Préambule et contexte de I'étude

by

Ces analyses ont été menées suite a une collabmmativec le professeur Francis
BERENBAUM, spécialiste en pathologie articulaire da Faculté de Médecine de Pierre gt
Marie Curie et dont I'équipe de recherche nous aufoi des biopsies de cartilages

articulaires animaux.

Le cartilage articulaire présent a I'extréemité dmaune de nos articulations (« joint » entre
deux o0s) assure la fonction de mobilité grace acapscités viscoélastiques. La mesexe
vivo de la teneur en éléments métalliques ou métaljoedi dans les cartilages murins de
genou (Zn, Ca, Fe, P) permet d’aborder la notionateposition et d’échanges dans les tissus
riches en collagene (protéine fibreuse tres rédistaux tractions) dont les transferts de
matiere dépendent des phénomeénes de compressioculaime responsables de
I’hydrodynamique de transfert cartilage-liquide gyial. La texture spécifique des fibres de
collagene a forte propriété polaire, le collageadyge I, explique la rétention de molécules
d’eau, base du liquide de percolatities espéces métalliques tel que le Zinc pourrditet
responsables d’une partie des propriétés viscoflest des molécules constituant

I'architecture du cartilage.

Eau (70 %)

| Os Collagéne
Protéoglycanegmolécules volumineuses trés

Capsule articulail hydrophiles assurant la tonicité du cartilage)
Eléments et oligo-éléments :
Membrane synovialg > Calcium, magnésium phosphate (sels):
participent a la synthése du cartilage, conferent
a ce tissu sa dureté et sa rigidité
Cavité > Cuivre, élément primordial pour la productian
Synovial( de Collagéne,
» Zinc, activant plus de 200 enzymes dans
'organisme et ralentissant les phénomepes
d'usure des articulations,
> Sodium, présent en grande quantité dang le
Cartilage liquide synovial,
» Manganése Sélénium Silicium, Soufre...
Capsule articulaire : ensemble tissu synovial et
cartilage
Synovie ou liquide synovial: sécrété par la
membrane, il lubrifie et nourrit le cartilage.

figure A3-1 : Schéma descriptif d’'un cartilage eutaire et liste des composants moléculaires @ticpies
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L’'analyse LIBS (analyse spectroscopique des raiémidsion atomique par flash laser
nanoseconde Nd:Yag a 1064 nm) de la compositiomigtie permettrait d’identifier les
éléments métalliques et métalloidiques présents tlrcartilage articulaire. La technique
permet sans préparation préalable une mesureasactie fragment prélevé (ici des biopsies
de souriceaux) et assure une non contaminationdpar éléments extérieurs. La durée
d'analyse (18 s) et sa sensibilité (f0g/g) permet d'aborder avec la LIBS des études
statistiqgues qui ouvrent la voie a une compréhendes éléments métalliques sur I'évolution
des propriétés des tissus cartilagineux.

L’idée de base est de détecter par LIBS d’éventmaliqueurs de cartilages pouvant étre liés

a des maladies articulaires (arthrose, etc.) dinlesle diagnostics.

II- Analyses LIBS de Biopsies de Souriceaux

II-1 — Parameétres

Les deux biopsies fournies par I'équipe du profes$eancis BERENBAUM se présentent
sous la forme de fragments de surface T nftour faciliter I'interaction avec le pulse lagér
eviter son éjection par 'onde de choc du plasraes,diopsies sont déposées sur un scotch
double face propre. A l'aide du monochromateur dhiéréseau a 300 traits.rinflargeur
spectrale de 40 nm) et du détecteur iCCD, un bgapectral est effectué sur le scotch
chargé ou non de biopsies. Les paramétres suisantsutilisés :

* Energie de pulse100 mJ - Lentille de distance focale 130 mm

» Résolution temporelledélai avant acquisition des radiations : 6 |[Durée : 20 pus

 Mode d’acquisitiont plusieurs spectres sur une méme position dulaget chaque

plasma est numérisé individuellement : cela et ptur explorer diverses zones.
Les spectres présentés ci-aprés ont été obtenas apalyse de la « zone supérieure » du
cartilage (zone en contact direct avec I'épiphyBef séries de 10 tirs laser sont effectuées
pour chaque fenétre spectrale avec l'intégratiam dpectre par tir (mode « spectre séparé »).

Ces spectres rendent compte du troisiéme tir laser.

11-2 — Résultats - Discussions

Deux spectrogrammes sont reproduits. Ills permetterdistinguer des éléments propres aux

biopsies et regroupés dans le tableau suivant.
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70000 -

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

intensité brute (coups)

20000 -

10000 -

)

C 247,856

Si
250,690
251,611
252,411
252,851

—

Mg 279,553
— scotch seul
— biopsie 1 sur scotch
—— biopsie 2 sur scotch
Mg 280,270
Mg 285,213
P 253,560
P 255,326 L
A N

240

250

260 270 280 290

longueur d'onde (nm)

figure A3-2 : Spectre région 246-286 nm d’analy#83 de 2 biopsies de souriceaux déposées sur sdotdiie

face—Parametres LIBS : Energie pulse : 1 tir arh00délai et durée avant et de I'acquisition : BGepLs

70000

60000 -

50000 -

40000 -+

30000 -

intensité brute (coups)

20000 -

10000 -

Cu 324,754Cu 327,396

ﬂ

— scotch seul
— scotch et biopsie n’1
—— scotch et biospie n2

Zn 330,294
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Figure A3-3 : Spectre région 320-350 nm d’analyd®d de 2 biopsies de souriceaux déposées sur scot
double face—Parametres LIBS : Energie pulse :d 100 mJ, délai et durée avant et de I'acquisiti®et 20 ps

th
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Elément

Raies d’émissions (nm)

Carbone C (provenant du scotch et des biopsig

2S) ,8287

Silicium Si (provenant uniquement des biopsie

5)250,690 ; 251,611 ; 252,411 ; 252,85

1

Phosphore P (provenant uniguement des biops

ies) 253 ;560 ; 255,326

Magnésium (provenant uniquement des biopsis

°s) 279,553, 280,270 ; 285,213

324,754 ; 327,396, 510,554; 515,324

4=

Cuivre Cu (provenant uniquement des biopsies) 521 820
Zinc Zn (provenant uniquement des biopsies 330,294 ; 472,216 ;, 481,053

Calcium Ca (provenant du scotch et des biopsies) 6,132 ;

Hydrogéne H (provenant du scotch et des biopsies) 86,183

Tableau A3-1 : liste des éléments provenant dgssiée et du scotch support

La présence de zinc est particulierement intérésszar cet €élément intervient au sein de

notre organisme dans plus de 200 réactions enzaynesti De plus, le zinc est suspecté de

jouer un réle dans les mécanismes de certaines

Ipgtés articulaires (arthrose...).

Les autres éléments (C, Si, P, Mg, Ca) sont dineetse aux composants de la structures des

cartilages articulaires (cf. tableau A3-1). L’eriste de raies d’hydrogéne témoigne de l'eau

présente dans les cartilages

Ill- Analyses LIBS de Cartilages Articulaires d’Ad de Poulet

Parallélement et pour confirmer ces observationssravons prélevé et analysé vivodes

cartilages d'ailes de poulet. Visuellement, le itzge articulaire est blanc, lisse, rigide,

élastique, brillant et humide. Apres diverses malaifions visant a dégager l'articulation de la

chair du poulet, le cartilage est prélevé soignewese sur des articulations d'ailes de poulet

(cf. Figure A3-4).
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1- Cartilage recouvrant l'articulation (téte de I'os)

3- Détails du cartilage et de I'os 4- Positionnement du cartilage (avec quelques
gouttes de sang) sur le porte-échantillon du
dispositif LIBS et par rapport a la fibre optique

Figure A3-4 : Photographies du prélevement d'utilage sur une aile de poulet pour analyses LIBS

Les mémes parametres LIBS sont employés. Un spestneproduit pour la région 455-500
nm (cf. figure A3-5). Nous compilons les résultdéss le tableau ci-dessus :

Elément Raies d’émissions (nm)
Carbone C 247,856
Silicium Si 250,690 ; 251,611 ; 252,411 ; 252,851
Phosphore P 253 ;560 ; 255,326
Magnésium Mg 279,553 ; 280,270 ; 285,213
Fer Fe 347,545 ; 495,761
Zinc Zn 330,294 ; 472,216 ; 481,053
Manganese Mn 460,762
Calcium Ca 336,192 ;
Hydrogéne H 486,133

Tableau A3-1 : liste des éléments provenant dgssiée et du scotch support

Nous détectons les mémes éléments (C, Si, P, Mg,Can H) que dans les cartilages
articulaires de souriceaux, a I'exception du cutywén’est plus mis en évidence. Nous notons
la présence de fer directement issu de la préestmoeang présent et donc de I'hémoglobine.

De méme, la présence de traces de manganeseeaxiédet
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70000 Ca 487,813

Ca
457,856

60000 - 458,140
458,587

50000 ~

40000 -

30000 - H; 486,133

intensité brute (coups)

20000 ~

10000 - /)

455 460 465 470 475 480 485 490 495 500

Mn 460,762
Fe 495,761

Zn 481,053

Ca 468,526

Zn 472,216

longueur d'onde (nm)

Figure A3-5 : Spectre région 455-500 nm d’analyd®d. d’un cartilage d’aile de poulet—-Parameétres LIBS
Energie pulse : 1 tir a 100 mJ, délai et durée @tde I'acquisition : 6 et 20 ps

IV- Conclusions sur le couplage de la LIBS pour halyse de cartilages

articulaires animaux

L’'analyse LIBS du cartilage articulaire démontreadiéptation de la technique a
l'identification en particulier des éléments Zn,, &, P, C dans les différents essais. La
sensibilité de la technique vis a vis des mesufestaées directement sur cible prélevée sans
préparation préalable constitue une démonstratiobgmte de I'analyse de tissu vivant et de
son adaptation au secteur médical.

La détermination des rapports d’intensité de ragendtssion tel que Zn, Ca, Fe, P, C permet
d’envisager son application a la notion de diagnost/ou de pronostic pour un certain
nombre de pathologies articulaires. La mise eneidd récente d’'un déficit en sélénium chez
les patients atteints d’arthrose confirme l'intététce type de recherche.

Une autre application pourrait intéresser le domairthopédique. En effet, la vitesse d’'usure
des pieces métalliques présentes dans les prothegesaires est trés variable d’'un patient a
un autre et difficile a mesurer. Ce type de tedmmjggui permet d’évaluer avec une tres
grande précision la concentration en ions métatkgdans les tissus et les liquides adjacents
(liguide synovial par exemple), pourrait aider &eenesure.
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Annexe Il — Analyses par LIBS de tissus organiguoes diagnostics biomédicaux

Cette application confirme le réle d'une méthodandlyseex vivq voire in situ, de tissus
animaux tels que les cartilages pour des diagrostpides et fiables étant donnée la
reproductibilité de la méthode LIBS.
La littérature rapporte de nombreuses applicatmosiédicales par LIBS :
> Détection de débris de protheses orthopédiquesokaltcet chrome par analyse du
liquide synovial prélevé sur un individu équipé][17
» Analyse de dents humaines et animales en tant qugueurs des conditions de vie et
de nutrition [18]
> Expertise des cheveux de différents individus etrétation de leur composition
élémentaire par rapport a I'état de santé des peesoatteinte ou non de maladies

génétiques [19]

' MOKHBAT E.A., HAHN D.W., Laser-induced breakdowpestroscopy for the analysis of cobalt-chromium
orthopaedic wear debris particlégpl. Spectroscopyp002, 56, 8, pp. 984-993

8 SAMEK O., BEDOWS D.C.S., TELLE H.H., MORRIS G.Wt al, Quantitative analysis of trace metal
accumulation in teeth using laser-induced breakdspettroscopy, Appl. Phys. A, 1999, 69, pp. S1782S1

¥ CORSI M., CRISTOFORETTI G., HIDALGO M.gt al, Applications of laser-induced breakdown
spectroscopy technique to hair tissue mineral aglppl. Optics 2003, 42, 30, pp. 6133-6137
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Annexe IV — Analyses par LIBS des éléments métadlides suies diesel collectées sur filtres

ANNEXE IV — ANALYSE PAR LIBS DES ELEMENTS
METALLIQUES DES SUIES DIESIEL COLLECTEES SUR
FILTRES

Pour illustration, un résumé d’'une étude faite aBBCsur I'analyse LIBS de particules en
sortie d’échappement moteur pour caractériser lacfimnnement et I'usure moteurY[
L’extrapolation de cette application pour I'analyd&aérosols atmosphériques accumulés [sur

filtre pour analyse différée est illustrée.

Les principales méthodes d’identification et derdifigation des especes métalliques dans les
suies diesel sont destructives (solubilisationfrdeson des échantillons solides avec tous les
probléemes associés). De plus, les échantillons m@ttvés et perdus pour d’autres analyses.

La méthode LIBS a été envisagée pour une analyseteides suies sur filtre.

| - Introduction

La pollution de l'air inclut des composés organgumlatils, les NOx, les SOx, les HAP
(hydrocarbure aromatique polycyclique) et des palds microniques meétalliques qui

proviennent principalement de la combustion autdlaa qui sont nocives pour la santé.

Analyse d’éléments

métalliques dans des

suies diesel collectées
sur filtre

Présence de cuivre :
coussinets, bagues (pied
de bielle, arbre a cames
culbuteurs), échangeur
de température d’huile

[72)

Si :anti-mousse (qq ppm)
Ca : détergent

NS ::‘::i;)?;g;m Additifs Pollution

Zn : anti-usure, antioxydant Zn, Ca, Mo, Mg, Si, Na, Suies,
P :anti-usure, antioxydant Si.P. Na, B Gazole, Eau
B :anti-usure |

Figure A4-1 : origine des especes métalliques kélassure moteur et rejetées par I'échappement

2 LOMBAERT K., MOREL S., LE MOYNE L., ADAM P., TARIEU DE MALEISSYE J.,
AMOUROUX J., Non destructive analysis of metallieraents in diesel soot collected on filters : béaedf
laser Induced Breakdown Spectroscdplasma Chem. and Plasma Proceg004, 24, 1, pp. 41-56
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Annexe IV — Analyses par LIBS des éléments métadlides suies diesel collectées sur filtres

I — Analyses LIBS de filtres de collection des paules en sortie

d’échappement moteur

Il1-1- Conditions expérimentales

Paramétres LIBS : énergie de pulse : 100 mJ, Délais, durée d’acquisition : 20 ps, Focale demdille : 130 mm -

FTSD : 0 mm
Systéme de prélévement des particules en phasesgeer sortie de
moteur.
) Image MEB de la structure d’un filtre
s en fibre quartz (47 mm de diamétre
Pair, Tair Flow of Gazeous phase He - '
. 3 diegel fusl i
00 & 600 mih | 1 a8 U analysis "
i o]
v \L T exhaust 2

ENGINE |15y, = —»  EXHAUST

Flow of air drawe up by engine =Flowof exhaust Gas 40 Limi

Exhaust gas flow collected: 40 Limin, Gazenus Yolmeter
Section of exhaust pipe: 60 rmm,
Section of collect pipe: 8 mm,

Collect time: 1855 Collection of particulate phase

collector of condensate

Figure A4-2 : schéma de principe du prélevement ifiegg et image MEB du filtre en quartz

[I-2- Analyses LIBS des filtres vierges et chargés

6000 4

25000 1

Quartz propre Mg Il 279,55%
— Quiartz pollué

Quartz propre
280,270 5000 4 Cu 324,754 — Quiartz pollué

20000 C 247,45

6
Si 251,611
B 249,773 ?

Fe 11 259,940
260,709

Si 263,131

Cu 327,396

IS
o
S
S

11283,671 ?

15000 4

Zn 330,294

2000 1 \W
1000 4 M“"““‘"MW

3000 4

10000 4

Zn 328,233

Intensité (coups)
Intensité (coups)

5000 4

Mg 285,213 Quartz propre
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure A4-3 : Spectres d’émission LIBS des élémpnésents sur les filtres quartz.

Il Analyse gqualitative

La Figure A4-3 montre la comparaison des spectné® ein filtre propre et un filtre pollué
par des suies diesel. La différence d'intensitdnid®ion obtenue entre ces deux filtres permet
d’identifier les éléments minéraux spécifiques pnés dans les suies diesel : Mg, Fe, Cu, Ca,

Zn sont les espéces métalliques principales coatedans les suies.
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Annexe IV — Analyses par LIBS des éléments métadlides suies diesel collectées sur filtres

IV Analyse guantitative

La bonne sensibilité de la méthode LIBS pour I'gsealquantitative permet de mesurer les
éléments métalliques inclus dans les agrégats ydigoes (méthode d’analyse atomique).
Pour évaluer leur évolution avec les parameétrefodetionnement du moteur, une mesure
semi-quantitative est développée en utilisant I&si0in atomique de Si comme un élément de
référence pour chaque émission : nous sommes egpdilbserver par LIBS les éléments
dans les suies et leur concentration relative ppport a Si (cf. Figure A4-4). D’autres
espéeces a concentration plus faible telles queCDaZn, Mg et Fe sont présentes dans les
suies diesel.

Ensuite, le rapport air/gazole dans le moteur estét® a la concentration des especes
métalliques spécifiques dans les suies diesel Eigdr4). Il semble que ces concentrations

diminuent avec l'augmentation du rapport air/gatalkexception de Cu et Zn).

1000 - OMg/Si EFe/Si OC/Si OCN/Si ECa/Si
Evolution de Mg/Si _ Evolution de Ca/Si
100 - _ _
@
X
2 10+ —
[%]
2 =
2 =
£
2 14 |
o
Q.
Qo
¢
0,1 -
0,01 +
2 3,5 3,89 4,1 Filtre quartz
Rapport air/gazole propre

Figure A4-4 : Influence du rapport air/gazole sucbmposition des suies diesel

Une étude sur I'huile moteur et le gazole est ae§sctuée pour connaitre leur participation
dans la composition des suies diesel (voir TablBauEn comparant I'huile neuve avant
utilisation et I'huile usagée, nous observons kspnce de Cu, Fe et un peu plus de Zn dans
'huile usagée. Or, I'huile, qui sert notammentudrifier les parois des pistons, est aussi
présente lors de la combustion (en redescendapistien recouvert d’huile aspire de l'air
pour créer la combustion avec le gazole). Aindipsi retrouve des éléments dans les suies et
dans I'huile usagée, on peut admettre que ces atérpeoviennent de I'usure du moteur.

La LIBS permet donc de réaliser un suivi de 'usduemoteur a I'aide de I'huile usagée.
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Annexe IV — Analyses par LIBS des éléments métadlides suies diesel collectées sur filtres

Technique

Eléments détectés dans : LIBS MEB/EDS
Filtre fluorocarbone propre Al B, Ba, C, C.:a, Cu. Fe. Mg, <t Al, Ba, C, Ca, Si, Zn

Sr, Ti, Zn, Zr
Filtre quartz propre B, C, Mg, Si, Sr C, Si
Suies diesel B, C, Ca, Cu, Fe, Mg, Zn C, Ca, CuMeg Zn
Huile neuve B, Ca, Mg, Sr, Zn
Huile usagée Ca, Cu, Fe, Mg, Sr, Zn

Tableau A4-1 : Comparaison de la LIBS et la MEB/E§DSla composition métallique de la suie, detlefd, et
de I'huile neuve et usagée

VI Conclusion

La technique LIBS permet donc I'analyse simultash@elusieurs éléments et peut donner une
composition relative des particules de suies didsd analyses montrent que les principales
espéeces meétalliques déposées avec les suies diliréssde réféerence sont : Fe, Cu, Ca, Zn,
Mg. Ainsi, il est possible d’affirmer que ces at@mmétalliques sont présents dans les
particules hydrocarbonées des suies.

La prochaine étape sera de relier ces métaux aveatlire de carburant diesel, du lubrifiant,
et de leurs additifs, mais aussi avec les compssamdtalliques du moteur dans le but
d’identifier I'origine exacte des especes métaligjprésentes dans les suies diesel. A I'avenir,
cette méthode qui devrait étre adaptable & un regsgortatif LIBS, permettrait la mesure
directe dans les gaz d'échappement, pour le centtés métaux présents dans les gaz,

permettant un diagnostic direct du moteur.
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Annexe V — Méthodes de calcul pour estimer la teatyp& électronique du plasma

ANNEXE V — METHODES DE CALCUL POUR ESTIMER LA
TEMPERATURE ELECTRONIQUE DU PLASMA

Le concept de température pour un plasma dontri@edde vie est limitée n'a de sens qu’en
faisant I'nypothese de I'équilibre thermodynamiglezal (ETL). Deux méthodes sont

utilisées pour calculer la température électrondu@lasma a I'ETL :

| — Simulation informatigue du profil des bandes geaies CN expérimentales

Dans le chapitre IV, les raies CN sont facilemegtedtées pour les échantillons organiques

tels que les bactéri&acillus globigii:

I, CN 388,340

30000

25000

20000 Mg (I
383,231 Iy

15000

Intensité (coups)

10000

5000

o N AN ANNIL

382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392

Longueur d'onde (nm)

Figure A5-1 : Spectre issu de la formation d'unl gdasma (tir n°4 parmi une série de 10 tirs efféstsur une
méme position) sur une pastille Bacillus globigii (souche n°1). Paramétres LIBS : énergie de pullg0-mJ
(densité de puissance 3'19v.cni?), délai avant acquisition = 1 ps, durée d’acquisits 20 ps

Un logiciel est alors utilisé pour simuler le ptakpérimentalement obtenu pour les tétes de
bandes CN: LIFBASE 2.0 [21]. Des bases de donmgésent intégrées pour calculer le
spectre théorigque selon les parametres expérimentdigés :

» Systeme de bandes d’émission simulées : CN (B-X)

> Domaine dek en A (dans I'air) : 3861 — 3884

> Résolution en A (dans I'air) : 0.8 (résolution du gectrométre Echelle utilisé)

» Profil de convolution : Voigt

» Pression : 1 atmosphere (conditions expérimentales)
La courbe théorique est tracée et I'on y superpmseurbe expérimentale pour extrapoler la

température associée aux raies d’émission CN :

2 Logiciel téléchargeable sur http://www.sri.com.déftrase
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CN 388,34 nm

CN 387,14 nm

CN 386,1

Courbe expérimentale

3865.0 3870.0 3875.0 3880.0
Wavelength (&) (Air)

Figure A5-2 : Superposition des courbes théorigiiexpérimentales des tétes de bande des raies CN

La simulation informatique effectuée avec le loglicLIFBASE permet I'obtention des

résultats suivants :

Température vibrationnelle/rotationnelle présentant la corrélation maximale entre la
courbe expérimentale et celle simulée par le logadiLIFBASE : 6950K

Corrélation associée entre courbes théorique et egpmentale : 97,45%

Il est a noter qu’une corrélation supérieure a 96ritbe la courbe expérimentale et la courbe
simulée existe toujours pour des températuresakaa entre 5000K et 10000K. La valeur de
température maximale d’environ 7000K calculée depes raies CN issues des zones
périphériques froides du plasma confirme la rolmsgtethermique et la reproductibilité du

plasma a partir d’'un délai de 1 us apres croissandébut de relaxation du plasma.

Il - Calculs de la température électronique du pltaga par la méthode de

Boltzmann : applications pour les analyses LIBS d'tbronze certifié NIST
(référence SS551)

A des fins de comparaison, la température d’'unnpdasffectué sur un bronze certifié NIST
SS-551 est calculée selon la méthode basée sirda Boltzmann.
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Annexe V — Méthodes de calcul pour estimer la teatyp& électronique du plasma

» Spectrogramme LIBS sur un bronze certifié NIST SS5b obtenus avec les
conditions

300000 34 5

1 = Cu 402,263 nm
2 = Cu 406,263 nm
3 =Cu 510,554 nm
4 = Cu 515,324 nm
5=Cu521,820 n

200000 -

150000 {1

intensité brute (coups)

100000 -

AU

402 422 442 462 482 502 522
longueur d'onde (nm)

Figure A5-3 : spectre obtenu selon les conditidmsser Quantel CFR 200 avec faisceau de diaméaleaén 27
mm et d’énergie 100 mJ - Distance focale de lallent65 mm - Distance fibre optique/plasma : 5 mm
Distance fibre optique/surface : 0 mm (sur la st@fa Distance point focal/surface (FTSD) : 0 mBensité
énergétique au niveau du plan point focal27 16* W.cm®Spectrométre MEchelle - Détecteur iCCD avec|:
Gain maximal (255) - Délai égallas uset durée d'acquisition égale28 ps

» Estimation de la température du plasma par la méthde de Boltzmann

Sur un bronze certifié NIST, en se basant surdessratomiques du cuivre, I'expression de

Boltzmann est utilisée pour calculer la températurglasma avec I'hypothese de I'équilibre

thermodynamique local = g,A A, exr{— E, j avec gle facteur de dégénérescence, A

b " exc
la probabilité de transitiof, la longueur d’onde de transition;, IEEnergie de I'état supérieur,
ky la constante de Boltzmann,8,62 10° eV.K™) et Te,c la température du plasma donnée a
un certain délai.

Le tracé de la courb&n(I A /g,A,) = -E_ /KT,

o = T(Eg.'k,) issue de I'expression de la

exc

loi de Boltzmann permet d’obtenir une droite daagpénte—1/T, . fournit la valeur de la

température du plasma.
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Annexe V — Méthodes de calcul pour estimer la teatyp& électronique du plasma

\ I bruit I nette
Raies du lbrute - INtensité Intensité intensité Ai | Eex
Cuen brute de la raie | moyenne du nette de la| Y=In(l,exM/QiAi) | @i (108 c X=EgydKp

d’'intérét (coups)| bruit spectra| raie d'intéréf sY | (eV)

nm (coups) (coups)
510,554 2,74E+05 10826,5385 262863,462  -17,90333154 | 0,02| 3,8 | 46528,71311
515,324 2,78E+05 41851,8421 236438,158 -21,40117]754 | 0,60| 6,2 | 75915,26876
402,263 94453 14686,9545 79766,0455 -21,5855504 419 |®,87| 84082,28236
406,263 86804 20417,8889 66386,1111 -22,2648144 621 |®,87| 84088,40455
521,820 277270 20755 256515 -21,9357589 6 0,82 | 75915,26876

Tableau A5-1 : Calculs pour estimer la températiegcitation du plasma Texc a partir de la pentealeur -

1/kbTexc

-10
30l

-11 4

-12 4

-13 4

214 4

-15 4

In(IA/gA)

-20 4

-21 4

22 4

-23 4

24 4

-16 4

-17 4

-18 4

-19 4

00

40000

50000

60000

70000

80000

y =-1.1044E-04x - 1.2922E+01

R? = 9.3468E-01

Eexc/kb

90000

Figure A5-3 : Tracé de In(giA;)=f(EexdKy)

La pente -1/, est égale a -1,1044 1K™, d’otl une valeur de la température d’excitation

Texc=9054 K

La valeur de la température d’'un plasma généréisimronze (I = 9054 Kapres 1,5 us de

relaxation du plasma) a partir des raies atomiggsmses des zones les chaudes du plasma est

cohérente avec celle calculée sur les raies ma@igeal CN issues des zones périphériques

d’'un plasma généreé sur pastille Bacillus globigiidans des conditions similaires d’énerg
La valeur optimale calculée pougdest égale a 6950K pour une corrélation de 97, 4nfe

les données théoriques et I'expérience. Une cdizélae 95 % est encore obtenue pour

température incluse entre 5000 et 10000K environ.

ie.

une
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