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Résumé

Dans le cadre général de la détection optique de bactéries, nous mettons en ceuvre deux
méthodes originales pour distinguer des molécules dont les propriétés optiques sont similaires :
la LIBS femtoseconde pour les bactéries, et le controle cohérent pour les flavines.

La distinction des flavines par controle cohérent consiste a fagonner une impulsion excitatrice
a 400 nm, et a controler I'état excité des molécules en phase liquide par une deuxieme impulsion
infrarouge qui en diminue la fluorescence. Nous mettons en évidence le role du solvant dans
ce processus bi-impulsionnel de déplétion, pour le tryptophane. Les études spectroscopiques en
phase liquide, qui utilisent des impulsions intenses, engendrent des effets non-linéaires parfois
inattendus, qu’il est important de connaitre : ¢’est pourquoi nous étudions la filamentation dans
un milieu liquide absorbant.

La photofragmentation des chromophores biologiques ionisés, flavines et tryptophanes, est
examinée en phase gazeuse a l'aide d'un dispositif “pompe-pompe” similaire a celui de la
déplétion. Nous montrons, avec la flavine mononucléotide, que la seconde impulsion diminue
certaines voies de fragmentation au profit des autres. Enfin, nous révélons les potentialités de la

LIBS femtoseconde pour I'analyse foliaire et la discrimination de bactéries.

Mots clefs : femtoseconde, spectroscopie, bactérie, flavine, tryptophane, filamentation, controle

cohérent, plasma, LIBS, photodissociation
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Abstract

Within the general framework of the optical detection of bacteria, we implement two original
methods to distinguish molecules which optical properties are similar: femtosecond LIBS for
bacteria, and coherent control for flavins.

Coherent control distinction of flavins consists in 400 nm pulse shaping, then controlling the
excited state of molecules in the liquid phase by a second infrared pulse which decreases fluores-
cence. We bring to the fore solvent role for this two pulses process of depletion with tryptophan.
Spectroscopic studies in liquid phase with intense pulses sometimes generate unexpected non-
linear effects, which is at the origin of the study of the filamentation in an absorbing liquid
medium.

Photofragmentation of ionized biological chromophores, flavins and tryptophan, are examined
in gas phase using similar “pump-pump” scheme to the one used for depletion. We show, with
flavin mononucleotide, that the second pulse decreases certain ways of fragmentation to the
benefit of the others. Lastly, we reveal the potentialities of femtosecond LIBS for bacteria

discrimination and foliar analysis.

Key words: femtosecond, spectroscopy, bacterium, flavin, tryptophan, filamentation, coherent

control, plasma, LIBS, photodissociation
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Introduction

Les microorganismes de l'air, présents a la fois dans des environnements confinés ou en
extérieur, peuvent produire chez I’lhomme des effets indésirables, qui vont de la simple irritation
aux maladies graves. Parmi les bioaérosols, les champignons (2—10 pum), les bactéries (1 —5 um),
et les virus (20 — 300 nm) constituent les principales menaces [2]. Etre capable de mesurer la
concentration de bioaérosols dans des environnements variés représente donc un enjeu majeur
de santé publique. Pouvoir les détecter en temps réel devient un besoin civil et militaire crois-
sant. Les approches conventionnelles, tres sélectives, sont des méthodes de microbiologie qui
nécessitent la mise en culture des échantillons sur plusieurs jours. De nombreuses autres tech-
niques ont été développées pour effectuer des mesures plus rapides : la spectroscopie de masse
de bioaérosols, la réaction en chaine par polymérase quantitative® (qui requiert néanmoins plus
de 4h de préparation et analyse), ou la cytométrie en flux associée a des méthodes de fluores-
cence [2]. Cette derniere technique nécessite une mise en solution des aérosols avant une analyse
par fluorescence, dans un flux liquide. Des colorants peuvent étre préalablement fixés sur les
particules. La méme technique a été récemment appliquée pour la détection de légionelles, mais
en remplacant les traditionnels colorants par une méthode spécifique de marqueur biologique :
I'hybridation fluorescente in-situ® [3].

Une approche sans préparation d’échantillons consiste a faire circuler un flux d’air laminaire
et a illuminer les particules a ’aide de lasers. Lorsqu’une particule solide croise le premier fais-
ceau laser, elle diffuse. La mesure de cette diffusion permet non seulement de connaitre la taille
de la particule, mais aussi de déclencher un second laser pour exciter la fluorescence intrinseque
des molécules. Les principaux chromophores (ou fluorophores) des bioaérosols, molécules res-
ponsables de leurs propriétés de fluorescence, sont le tryptophane (excitation vers 270 nm et
fluorescence vers 350 nm), la NADH (excitation autour de 350 nm et fluorescence autour de 450
nm), et les flavines (excitation autour de 400 nm et fluorescence vers 540 nm). Pour détecter

en temps réel les bioaérosols, des prototypes ont été construits, qui utilisent la fluorescence du

2ou qPCR pour quantitative Polymerase Chain Reaction en anglais.
Pou FISH pour Fluorescent In Situ Hybridization en anglais.
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Introduction 2

tryptophane [4] ou de la NADH [5] contenus dans les bioaérosols, ou bien la fluorescence des
deux a la fois [6]. L’avantage majeur de cette approche, - sa capacité a effectuer des mesures
en temps réel, sans préparation d’échantillon, ni utilisation de matériaux biologiques cotiteux
-, s’est confirmé lors de mesures in-situ avec des prototypes nécessitant peu de maintenance et
ayant une basse consommation électrique. Son principal inconvénient est sa faible sélectivité, no-
tamment due aux interférences avec d’autres aérosols organiques dont le spectre de fluorescence
est similaire & celui des bioaérosols [4].

Pour différencier les aérosols biologiques des autres, notre équipe a proposé une méthode
originale de déplétion de fluorescence a 'aide de deux impulsions [7], qui pourrait étre utilisée
pour une détection a distance de type LIDAR [8]. D’autres améliorations visaient a augmenter
la sélectivité des mesures : illuminer les aérosols par deux excitations distinctes (266 et 355 nm)
des chromophores [9], coupler la mesure de fluorescence avec la LIBS® [10] ou avec la CRDSY
[11]. Des méthodes plus fines de spectroscopie ont aussi été récemment développées, comme les
spectroscopies Raman [12] et CARS® [13]. Bien qu’elles aient montré des capacités intéressantes
de discrimination, elles requiérent néanmoins soit des préparations d’échantillons (impacts), soit
un appareillage qui, actuellement, empéche des mesures de terrain en temps réel.

Ce travail de these est destiné a améliorer la détection optique des bactéries, et notam-
ment leur distinction. Pour plus de souplesse, I'étude est souvent restreinte a deux types de
fluorophores biologiques : les flavines et le tryptophane. Notre approche consiste a utiliser des
lasers femtosecondes amplifiés. Ces impulsions présentent 1'avantage d’étre courtes (ce qui per-
met I’étude des dynamiques rapides des molécules apres excitation), d’étre larges spectralement
(ce qui permet de fagonner les impulsions), et d’étre intenses (ce qui permet la génération aisée

d’un florilege d’effets non-linéaires).

Le chapitre I décrit le laser amplifié et les techniques expérimentales utilisées au cours de ma
these. Les propriétés des chromophores, flavines et tryptophane sont aussi données.

Toutes les caractéristiques des impulsions femtosecondes énoncées ci-dessus sont mises a
profit dans le chapitre II, qui décrit la dynamique moléculaire du tryptophane et des flavines
en solution, a 'aide d’une excitation de type “pompe-pompe”. L’influence du solvant et du pH
pour le tryptophane est discutée, ainsi que le controle cohérent des flavines dans I'eau.

La dynamique moléculaire peut aussi étre sondée a 1’aide d'un schéma de type “pompe-

°LIBS : Laser Induced Breakdown Spectroscopy, i.e. spectroscopie de plasma induit par laser.
dCRDS : Cavity Ring-Down Spectroscopy, consiste & mesurer le temps de décroissance d'une impulsion dans

une cavité.
¢CARS : Coherent Anti-stokes Raman Scattering.
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dump”. L’utilisation d'un colorant comme simulant optique des flavines montre que ce systeme,
excité a deux photons, présente une amplification par émission stimulée, mais aussi, de fagon inat-
tendue, une émission structurée en champ lointain. Le chapitre I1I décrit et étudie ce phénomene.

La perte de la phase d'un paquet d’ondes est rapide en phase liquide, du fait de la décohérence
liée aux interactions avec le solvant. Le controle cohérent en phase liquide est ainsi rendu plus
difficile en raison des molécules du solvant. Afin de s’affranchir de ces effets, nous étudions en
phase gazeuse la dynamique de photofragmentation des flavines et du tryptophane, piégés dans
une trappe électrique quadrupolaire (chapitre IV).

Enfin, une approche originale est développée pour la discrimination de bactéries : a 1’aide de
la technique LIBS femtoseconde, nous étudions les bactéries sur une couche solide. Les résultats

positifs nous ont encouragés a continuer les expériences pour I'analyse foliaire (chapitre V).






Chapitre 1

Techniques et outils expérimentaux

1 Génération d’impulsions femtosecondes

1.1 Chaine laser femtoseconde, amplifiée

Le laser femtoseconde utilisé au laboratoire pendant ma these est amplifié grace a une chaine
a dérive de fréquence®. Je ne décrirai ici que le principe général dans la mesure ou ce systeme,
commercial, est maintenant couramment employé dans les laboratoires de recherche.

Le schéma de principe d’une telle chaine est décrit figure 1.1 : 'impulsion femtoseconde
est créée par un oscillateur, puis amplifiée au sein d’un amplificateur. Chaque partie nécessite
de l'énergie qui est apportée par des lasers commerciaux, 'un continu pour l'oscillateur, et
I’autre impulsionnel pour I'amplificateur ; ce dernier impose son taux de répétition aux impulsions
amplifiées.

L’ensemble de la chaine est accordé aux longueurs d’onde d’émission du saphir dopé titane®,
a 810 nm dans notre cas. Les lasers T% : Sa sont désormais largement utilisés : “large bande”,
pratiques avec leur matrice solide, ils permettent actuellement d’atteindre les impulsions visibles
les plus courtes [14]. Le néodyme, dans une matrice Y AG ou YV Oy, présente une émission, qui,
lorsqu’elle est doublée, est bien adaptée a la bande d’absorption du 7% : Sa.

Les impulsions femtosecondes sont générées par un oscillateur Femtosource®[15], pompé par
un laser continu Nd : YV O, Millenia®, doublé & 532 nm, et de puissance 5W. Les spécifications
annoncées de 1'oscillateur sont les suivantes : un spectre d’émission centré a 810 nm, une bande

passante de 75 nm, une largeur temporelle de 12 fs, un taux de répétition de 90 MHz, et une

2en anglais, CPA pour Chirp Pulse Amplification.
PPar convention, le nom des cristaux lasers commence par le dopant responsable de l'effet laser, suivi par la

matrice. T : Sa correspond a une matrice de saphir dopée au titane.
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I. Techniques et outils expérimentaux 4

Nd:YVOy4 - 5W Nd:YAG - 200 mJ - 22,5 Hz
doublé a 532 nm doublé a 532 nm
laser continu laser pulsé
Millenia® Spectra Physics®
|
| L
‘ A |
oscillateur | Stireur  |essssssssss amplificateur |- = - compresseur |, ., . >
Femtosource® a deux niveaux

810 nm - ~ 15 fs
AX ~ 60nm AT ~ 200 ps 15 mJ - AT ~ 200 ps
90 MHz - 5,7 nJ

8 mJ - 22,5 Hz
AT ~ 120 fs

Fic. 1.1 — Schéma de principe d’une chaine femtoseconde amplifiée a dérive de

fréquence. At est la largeur temporelle, et AX la largeur spectrale 4 mi-hauteur.

énergie par impulsion de quelques nanojoules. Les impulsions se construisent dans la cavité de
facon passive, par un blocage de modes par effet Kerr dans le cristal 7% : Sa : la cavité est
construite de fagon a minimiser les pertes du régime impulsionnel (modes en phase) par rapport
au régime continu (phase des modes aléatoire). Grace a un matériau dont 'indice optique n
dans le cristal dépend de l'intensité lumineuse, la trajectoire des faisceaux est liée a la nature
du régime (c’est leffet Kerr, dont la description est donnée au paragraphe 2.2 page 43).

La chaine d’amplification, de marque BMI, a dérive de fréquence, permet d’accroitre I’énergie
des impulsions délivrées par 'oscillateur. Par contre, elle rétrécit beaucoup le spectre et génere
donc des impulsions bien plus longues que celles de 'oscillateur, car elle était initialement adaptée
a un autre oscillateur (voir figure 1.2). La premiere étape de la chaine consiste a étirer temporelle-
ment les impulsions en imposant une phase quadratique (en premiere approximation) aux modes
de 'impulsion, a I'aide d’un étireur a réseau qui fait parcourir aux différentes longueurs d’onde
un trajet différent, dans un montage proche d’une ligne 4-f & dispersion nulle® (voir figure 1.4).
En réalité, dans notre chaine, un étireur d’Offner [16] est utilisé pour augmenter de quatre ordres
de grandeur la durée des impulsions, des miroirs sphériques remplagant les lentilles afin de di-
minuer les aberrations. Cette étape d’allongement est nécessaire, car les impulsions courtes et
énergétiques, tres intenses, pourraient endommager les optiques suite a la génération d’effets
non-linéaires comme 'effet Kerr.

L’amplification s’effectue en deux étapes : par un amplificateur régénératif (appelé “Regen”)
qui multiplie 1’énergie des impulsions par un facteur 10° pour atteindre 1 mJ, puis par un am-

»d

plificateur multipassage ou “papillon”® pour atteindre 15 mJ par impulsion. L’énergie provient

Ici, la distance réseau-lentille d est différente de f, distance focale de la lentille : la dispersion n’est plus nulle.
dLes faisceaux passent 6 fois dans le cristal (dans le cas de notre chaine), et forment 'image d’un papillon.
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—— Aprés amplificateur
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Fi1Gc. 1.2 — Spectres a plusieurs positions de la chaine. On constate que I'étireur et I'ampli-

ficateur rétrécissent le spectre.

d’un laser impulsionnel, qui délivre des impulsions nanosecondes de 200 mJ, partagés entre les
deux étages d’amplification : il reste 30 mJ au niveau du cristal 7% : Sa du Regen, et 90 mJ au
niveau de celui du papillon. Dans une cavité laser, le champ intracavité est supérieur de plusieurs
dizaines de fois celui qui sort (en fonction de la transmission du miroir de sortie) [14], alors que
Iamplificateur régénératif a un fonctionnement particulier. Afin de tirer parti du champ intra-
cavité, intense, une cellule de Pockels® est en effet insérée dans la cavité : elle permet de changer
la polarisation de I'impulsion pour 1'éjecter de la cavité lorsqu’elle a atteint son maximum d’in-
tensité, via un cube polariseur. L'impulsion est ensuite amplifiée dans 'amplificateur “papillon”,

par des passages successifs dans le milieu a gain.

La derniere étape s’occupe de compresser les impulsions, c¢’est-a-dire a compenser la phase
imposée dans I'étireur, ainsi que les dispersions dans les optiques de 1’étage d’amplification, a
'aide d’un compresseur & réseaux. La distance entre les deux réseaux! doit étre réglée chaque
jour pour compenser au mieux la phase des modes et raccourcir ainsi I'impulsion. Comme il
n’existe pas de détecteur avec un temps de réponse aussi court que la dizaine de femtosecondes,
I’observable de la largeur temporelle de I'impulsion est son intensité, que 1’on cherche a accroitre

via 'augmentation des effets non-linéaires. A Lyon, nous cherchons & optimiser la génération de

°L’effet Pockels, est un effet de biréfringence controlé par une haute tension.
fAu laboratoire, un jeu de miroir permet de n’avoir qu’un seul réseau, sur lequel on effectue plusieurs réflexions.

La distance entre les “deux” réseaux est virtuelle.



I. Techniques et outils expérimentaux 6

couleurs (lumiere blanche) en focalisant I'impulsion avec une lentille de courte focale, soit dans
I’air, soit dans une plaque de plexiglas; a I'avenir, cette optimisation devrait étre réalisée en
optimisant le signal d’une photodiode a deux photons.

Le tableau I.1 résume les caractéristiques de notre laser.

Longueur d’onde centrale 810 nm

Largeur spectrale a mi-hauteur 8 nm

Durée d’impulsion a mi-hauteur | 120 fs

Taux de répétition 225 Hz
Energie maximale par impulsion | 8 mJ
Diametre du faisceau (1/e?) 12 mm
Stabilité coup & coup ~ 5%

TAB. I.1 — Performance du laser femtoseconde amplifié. D’aprés F. Courvoisier [17].
L’énergie caractéristique utilisée pour nos expériences est plutot de 'ordre de 5 a 6 mJ; le maximum

délivré par la chaine est utilisé pour les expériences de filamentation dans I’air.

1.2 Génération d’autres longueurs d’onde

Les impulsions femtosecondes intenses présentent comme grand avantage de générer facile-
ment d’autres longueurs d’ondes, a 'aide de nombreux effets non-linéaires : génération d’har-
moniques (2wy, 3wp, oU wy est la pulsation de notre laser), automodulation de phase (SPM#),

somme et différence de fréquences, etc.

Génération d’harmoniques

Les expériences “pompe-sonde” réalisées dans ma these sont a deux couleurs : la longueur
d’onde fondamentale du laser et une autre longueur d’onde, soit une harmonique, soit une partie
d’un continuum de lumiere blanche. Pour générer les harmoniques, nous utilisons des cristaux
doubleurs et “tripleurs”® en @-Barium-Borate (BBO), dans une configuration colinéaire. Ces
cristaux sont taillés différemment par rapport a leur axe cristallin de fagon a réaliser ’accord de

phase en s’aidant de la biréfringence du cristal. Nous utilisons un cristal doubleur de 0,1 mm ou de

&SPM pour Self Phase Modulation en anglais.
hCes cristaux sont appelés “tripleurs” par abus de langage : ce sont en fait des cristaux “somme de fréquence”

car il ’agit de cristaux x pour sommer les fréquences fondamentale wg et double 2wy, pour générer la troisieme

harmonique 3wy.
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1 mm d’épaisseur pour générer les impulsions “bleues”, dont la polarisation est perpendiculaire
aux impulsions a 810 nm; le cristal le plus épais, acquis récemment, permet d’atteindre des
énergies par impulsion de 1 mJ, mais présente l'inconvénient de raccourcir le spectre et donc
d’allonger le temps de 'impulsion d’une centaine de femtosecondes [14]. Le cristal “tripleur” est
quant a lui utilisé pour générer les impulsions a 270 nm, et faire la différence de fréquence “270
nm moins 810 nm” pour générer des impulsions a 405 nm lors des corrélations 270/810. Dans
toute la suite de la these, on qualifiera de violettes ou ultraviolettes (UV) les impulsions a 270
nm, et bleues les impulsions a 405 nm, bien que toutes deux sont dans 1'ultraviolet ; on prend en
effet en compte la couleur pergue par I'ceil sur une feuille de papier, qui vient de la fluorescence
des azurants (colorants). De méme, on qualifiera indifféremment de rouge ou infrarouge (IR) les

impulsions a 810 nm.

BBO doubleur | BBO “tripleur”
0() 29,2 44,3
¢() 0 0
Epaisseur (mm) 0,1 oul 0,2
Dimensions transverse (mm) 8 x 8 8x8oubxh
Traitements anti-reflets (nm) 800/400 800/400/270

TAB. 1.2 — Caractéristiques des cristaux non-linéaires utilisés dans nos expériences.

D’aprés F. Courvoisier [17].

Génération de continuum

En focalisant I'impulsion dans une lame de saphir, on génere un continuum de lumiere
blanche. Le phénomene physique principal de cette génération est l'automodulation de phase
(SPM). Lorsque l'intensité de l'onde devient tres grande, l'indice du milieu est modifié en
n(I) = ng + nol : c’est leffet Kerr. Cet effet est responsable d’'une modification spatiale de
la propagation de I'impulsion (suivant O,), mais aussi d'un déphasage temporel, appelé auto-
modulation de phase. La fréquence instantanée étant proportionnelle a la dérivée de la phase ¢,
cela se traduit par la génération de nouvelles fréquences v sur le front montant (Av < 0) et sur
le front descendant (Av > 0) de I'impulsion, comme le montrent les équations ci-dessous écrites

dans le référentiel attaché a 'impulsion.
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Wor (%4
o(t) = wot —%n(zﬁ) = wot — %(no — nyI(t)) (L1)
d wongz dI
w(t) = j’te = Wy — - % (12)

Dans le domaine temporel, I'enveloppe et la pulsation de I'impulsion sont modifiées, comme
sur la figure I.3. Comme le continuum est superposé temporellement a I'impulsion incidente,
I’avantage est qu’il n’y a pas de synchronisation a réaliser. De plus, le continuum ainsi créé est
spatialement cohérent, comme on le verra au chapitre III. En revanche, le manque de stabilité
du continuum représente un inconvénient important ; la stabilité aurait pu etre améliorée si 'on

avait choisi une lame de saphir dont 1’axe de biréfringence est perpendiculaire & sa surface'.

2 Mise en forme et caractérisation temporelles des im-

pulsions

2.1 Ligne a dispersion nulle

Pour mettre en forme temporellement les impulsions, on se sert, en femtoseconde, de la dualité
temps-fréquence, car il n’existe aucun dispositif de manipulation des impulsions qui ait des temps
de réponse de l'ordre de la femtoseconde ou méme de la centaine de femtosecondes. La ligne a
dispersion nulle présente I'avantage de découpler spatialement les modes de I'impulsion dans
un plan appelé “plan de Fourier”, puis de recombiner ces modes pour reconstruire I'impulsion
initiale sans modification. La figure 1.4 présente le principe de cette ligne ; les lentilles sont souvent
remplacées par des miroirs cylindriques afin de diminuer les aberrations et la dispersion dans les
lentilles. En plagant un masque au plan de Fourier, on peut modifier la phase, 'amplitude, et

méme la polarisation [19, 20] de chacun des modes.

2.2 Mise en forme des impulsions visibles et proche-infrarouges

Pour fagonner les impulsions visibles et proche-infrarouges, la matrice linéaire de cristaux
liquides est un masque couramment utilisé. Chaque pixel comprend une cellule de cristaux li-
quides, qui joue le role d’'une lame biréfringente dont les axes neutres sont a 45° de la polarisation
incidente ; en appliquant une tension U a la cellule, on controle le déphasage A¢ introduit. Le

dispositif utilisé au laboratoire comprend deux matrices de 128 pixels I'une en face de l'autre

'D’apres une discussion privée avec Eric Freysz.
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Fic. 1.3 - Automodulation de phase : génération de basses et hautes fréquences,

respectivement sur les fronts montant et descendant de I'impulsion. D’aprés G. Méjean

18].

(CRI SLM256) : les lignes neutres des deux cellules en vis-a-vis sont confondues, mais comme
les axes rapides et lents sont perpendiculaires, cela permet de faconner a la fois la phase et
I'amplitude du mode. En effet, on peut montrer [21, 22] que la transmission complexe T,, pour

le double pixel n est alors :

Adr — Agy

T, = ei(Mle%).cos ( 5

)

ol A¢, est le déphasage induit par la premiere cellule de cristaux liquides. La phase et 'amplitude

(1.3)

sont imposées par les tensions U; et U, sur chacune des cellules de cristaux liquides.
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Fic. 1.4 — Ligne a dispersion nulle (cas d=f). Lorsque d # f, le trajet parcouru par les
différentes longueurs d’onde est tel qu’il apparait une phase quadratique entre les différents modes. Ce
principe est utilisé dans 1’étireur des chaines CPA ; le chromatisme latéral induit par cette géométrie

(non montré ici) est compensé par le retour inverse de la lumiere a ’aide d’un miroir.

2.3 Mise en forme des impulsions ultra-violettes

Un inconvénient important des matrices a cristaux liquides est qu’elles ne transmettent pas les
longueurs d’onde inférieures a 450 nm. Afin de les faconner, nous avons collaboré avec le groupe
d’Herschel Rabitz a Princeton, dans lequel Matthias Roth venait de développer un fagonneur
UV basé sur le principe de la diffraction des modes par une onde acoustique [23]. Le principe
de ce faconneur, donné figure 1.5, consiste a créer un réseau d’indice n dans un matériau, ici
de la silice fondue (pour transmettre efficacement 1'UV), a I’aide d’une onde radio-fréquence;
Iimpulsion diffractée est faconnée en phase et en amplitude. La faible efficacité de diffraction
implique une transmission du fagconneur de 10%, ligne 4-f comprise : ¢’est le désagrément majeur

de ce type de faconneur’.

2.4 Ligne pompe-sonde

Un des dispositifs clés des expériences de dynamique femtoseconde, qui a été utilisé largement
durant toute ma these, est la ligne pompe-sonde, qui permet de controler le délai entre deux
impulsions. La figure 1.6(a) présente le principe d’une ligne pompe-sonde. A Lyon, elle était déja
montée lorsque je suis arrivé ; par contre j’ai contribué a aligner celle de Princeton (figure 1.6(b)),
c’est-a-dire a aligner parfaitement les faisceaux incidents et sortants avec I’axe du banc de trans-
lation motorisé. Pour cela, nous avons d’abord aligné précisément le faisceau incident le long
des trous de la table optique, puis placé le miroir M; sur le banc a 45° en alignant a nouveau le

faisceau réfléchi le long des trous, et en effectuant de méme pour le miroir Ms. A chacune des

JC’est cependant le premier & étre capable de faconner phase et amplitude dans 'UV.
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Fic. I.b - Principe du fagconneur acousto-optique. D’aprés R. Trebino [14]

étapes, I'horizontalité est aussi vérifiée, et la précision augmentée en regardant ’alignement sur
de longues distances. Le réglage fin des miroirs est réalisé en ajoutant deux diaphragmes, D; sur
le banc de translation, et Dy en sortie du dispositif : les faisceaux doivent passer parfaitement

au centre des diaphragmes lorsque la ligne a translation est a ses deux extrémités.

> e
A —|—p
alu y F= % 2
% HR400 o A
HRB800 .‘
D ———
v A
: iD1—|—
A Ligne & i Ligne &
i délai M1 Mo délai
PV e HA 4
L.6(a) HRS00 HRS00
1.6(b)

F1G. 1.6 — Ligne pompe-sonde (a) et alignement de la ligne a retard (b).

Le banc de translation utilisé a Lyon a une résolution de 2,5 pm et une amplitude de trans-
lation de 5 ¢m, ce qui correspond a 16 fs de résolution temporelle et a un délai maximum de 300

ps entre les impulsions.
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2.5 (Auto)-corrélation

Le fait qu’il n’existe pas de détecteur suffisamment rapide impose d’utiliser des moyens
détournés pour mesurer les caractéristiques de I'impulsion, comme des moyens interférométriques.
L’autocorrélation a 810 nm est ainsi utilisée pour connaitre la forme de I’enveloppe de I'impulsion
infrarouge, notamment sa largeur temporelle.

Lorsque 'expérience requiert des impulsions a 405nm et a 810 nm, la corrélation entre les
deux impulsions permet de connaitre l'origine des temps, qui correspond a un recouvrement
spatial des deux. Pour cela, apres avoir aligné parfaitement les deux impulsions, on enregistre
I'intensité Iy79 des impulsions a 270 nm créées dans un cristal “tripleur”. Celle-ci est donnée par

la convolution :

1270(7') XX /_Oo Iglo(t)l405<t — T)dt

o0

ou 7 est le délai entre les deux impulsions.

Pour réaliser la corrélation 270/810, on utilise le méme principe en mesurant la différence
de fréquences dans le méme cristal “tripleur” pour générer un faisceau a 405nm. Le phéno-
mene étant peu lumineux, la démarche est rendue délicate, et je décris dans la suite quelques
précautions a prendre pour effectuer la corrélation.

Tout d’abord pour réaliser I'accord de phase du “tripleur”, on effectue les actions suivantes :
1. On coupe la ligne a 270 nm.
2. On met un doubleur devant le “tripleur” pour générer des impulsions a 405 nm.

3. On augmente la génération de 270 nm en tournant le cristal “tripleur” pour réaliser ’accord

de phase. Celui-ci sera le méme que pour effectuer la différence de fréquence.

Une fois 'accord de phase accompli, on enleve le cristal doubleur et on remet la ligne a 270 nm.
Avant d’effectuer la corrélation, il faut s’assurer que la longueur des lignes est équivalente, soit par
une mesure directe, soit plus finement par 'emploi de photodiodes rapides et d’un oscilloscope a
mémoire. Enfin, on retrouve la superposition temporelle entre les deux impulsions en observant
I’apparition de la tache lumineuse a 405 nm grace a une translation suffisamment lente du banc

de translation (rotation de 200 Hz ou moins des moteurs).



Chapitre 11

Déplétion de fluorescence en phase

liquide

1 Introduction

1.1 La déplétion de fluorescence pour une distinction optique entre

molécules biologiques et organiques

Principe de la déplétion

Durant la these de Frangois Courvoisier [17], un mécanisme basé sur la déplétion de fluo-
rescence a ¢été proposé pour distinguer optiquement les chromophores biologiques des autres
molécules organiques, comme par exemple le tryptophane du naphtalene. Ce mécanisme, schématisé
figure I1.1 et qualifié de “pompe-pompe”, consiste a exciter les molécules de tryptophane par une
premiére impulsion & 270 nm, suivie d’une seconde impulsion & 800 nm [7]. La premiére impulsion
excite les molécules dans le premier niveau excité S;(1'), et apres relaxation vibrationnelle dans
le niveau S (v = 0), une partie des molécules se désexcitent par fluorescence (centrée autour de
360 nm). La seconde impulsion excite les molécules depuis S; vers des niveaux supérieurs S,
[24] ; & partir de S, les molécules peuvent soit se désexciter en passant par S; (état susceptible
de fluorescer), soit s’ioniser ou se désexciter par une autre voie sans émission de fluorescence. La
présence de cette deuxieme voie de désexcitation est responsable de la diminution de fluorescence
observée pour le tryptophane dilué dans I'eau. Le naphtaléne, dilué dans du cyclohexane®; ne

présente pas de diminution de fluorescence apres ajout de la seconde impulsion. La différence

2Le naphtalene est tres peu soluble dans I’eau.

13
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entre les deux molécules proviendrait de I'ionisation plus basse du tryptophane par rapport aux

hydrocarbures polycycliques aromatiques [7].
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Fic. 1.1 — Schéma d’excitation du tryptophane a I’aide de deux impulsions (a
gauche) et évolution de la fluorescence en fonction du délai entre les deux impul-
sions (d’aprés Courvoisier et al. [7]). La seconde impulsion excite les molécules vers les états
Sy, supérieurs, états qui ne se désexcitent pas tous en passant par S1 : d’ou la diminution de fluores-
cence. La courbe noire correspond a la corrélation 270-810 et donne I'origine des temps. Le dispositif

expérimental est similaire a celui de la figure I1.6 page 20.

ITketaki et al. [25] ont aussi étudié la déplétion du tryptophane, a I’aide d’'un laser picoseconde,

dans le but de 'appliquer & la microscopie de super-résolution [26-30].

Déplétion de bactéries

Le tryptophane est principalement responsable des propriétés optiques des bactéries, qui
contiennent en grande quantité cet acide aminé : il constitue par exemple 5% de la masse seche de
Bacillus subtilis [31]. La figure 1.2 présente la déplétion de fluorescence dans les bactéries, com-
parée & celle du tryptophane et du gasoil®. De facon surprenante, le tryptophane des bactéries,
bien qu’ayant un environnement moléculaire tres différent de la molécule en solution aqueuse,
présente aussi une déplétion importante. Le gasoil, quant a lui, ne présente pas de diminution de
fluorescence avec la seconde impulsion. Ces résultats ont permis de proposer un mécanisme de
discrimination des particules biologiques par rapport aux autres particules organiques : bactéries

contre aérosols produits par les moteurs diesels.

PLe naphtaléne est 'un des fluorophores du gasoil.
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Fic. 11.2 — Déplétion de Huorescence : bactéries et tryptophane comparés au ga-
soil. La déplétion de fluorescence des bactéries est semblable a celle de leur chromophore, bien que
Penvironnement moléculaire de celui-ci soit modifié par la présence d’autres acides aminés. Le gasoil ne

présente pas de déplétion.

Caractérisation de la déplétion

La déplétion est quantifiée par le taux de déplétion 0 défini par :

5= Fron—depl — Faepi (IL1)
Fron—depl

o Fon_depr est la fluorescence obtenue lorsque seule I'impulsion excitatrice est présente, et
ol Fyep est la fluorescence apres déplétion. Par définition, 0 ne dépend pas de l'intensité de
I'impulsion pompe (Fon—dept €t Faep étant tous deux proportionnels & Ipompe & condition que
I'on soit loin de la saturation), mais augmente avec l'intensité Iz, jusqu’a atteindre plus de 35%
pour des impulsions infrarouge de l'ordre de 4.10"W.cm=2. Vérifier que la déplétion ne dépend
pas de l'intensité du bleu, permet de s’assurer que la transition Sy — S; n’est pas saturée. En
mesurant I’extinction de fluorescence pour plusieurs énergies de 'infrarouge et en analysant ces
résultats a I’aide d’un modele a trois niveaux, on montre que ces résultats sont compatibles avec

une excitation a un photon infrarouge de Sy vers S, [17].
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1.2 Déplétion des flavines

Le phénomene de déplétion de fluorescence a aussi été observé dans d’autres chromophores
biologiques comme les flavines, mais avec une excitation a 405 nm, et toujours une seconde
impulsion a 810 nm (figure I1.3). La diminution de fluorescence atteint des taux de déplétion de
25%, plus faibles qu’avec le tryptophane. On montre que cette déplétion s’effectue principalement
par absorption de deux photons infrarouges : 'effet est non-linéaire en fonction de I'intensité de
la seconde impulsion [17]. Pour les flavines, on peut donc proposer le schéma d’excitation donné
figure I1.4. Enfin, la polarisation entre les deux impulsions, paralleles ou perpendiculaires, n’a
pas d’effet sur la déplétion a la précision des mesures pres, contrairement a ce qui a été mesuré

dans une matrice solide (PMMA), pour la rhodamine-6G [32].

—— Riboflavine
—FMN

-
o
T

0.90+

Intensité de Fluorescence (u.a.)

0.85

L) I 1 I I
-2 0 2 4

Délai pompe-sonde (ps)

Fi1c. 11.3 — Déplétion de la flavine mononucléotide et de la riboflavine. Les déplétions,

pour ces deux molécules tres proches, sont les mémes (d’apres [17]).

1.3 Controéle cohérent de I'impulsion sonde

Les travaux théoriques pionniers de H. Rabitz [33, 34] ont montré la possibilité “d’apprendre
aux lasers a controler les molécules”, a 'aide d’un processus en boucle fermée et d'un algo-

rithme d’optimisation (souvent un algorithme génétique [35]). Depuis, de nombreuses réalisations
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Fi1G. 11.4 — Schéma d’excitation pour les flavines. Ce schéma est qualifié de “pompe-pompe”,

dans la mesure ot les deux impulsions excitent la molécule vers des états supérieurs.

expérimentales ont été effectuées [36] : controle de la forme du paquet d’onde dans les molécules
[37], génération d’harmoniques élevées [38-40]. Elles s’appliquent & la fois en phase gazeuse pour
la photodissociation sélective [41-44] ou I'ionisation multiphotonique [36, 43|, en phase liquide
pour le controle de la fluorescence [45], et enfin en phase solide avec I'optimisation d’effets non-
linéaires (comme la somme de fréquence dans les cristaux).

Nous avons voulu utiliser ces principes pour augmenter le taux de déplétion en adaptant la
forme de 'impulsion infrarouge, de fagon a ce que celle-ci excite plus efficacement les molécules
vers les états singulets supérieurs S,, en s’adaptant a la forme du paysage énergétique de la
molécule. Pour cela, un “fagconneur d’impulsions” (“pulse shaper”) a cristaux liquides (voir cha-
pitre 1) a été inséré sur le trajet de l'infrarouge (voir figure I1.5). Un algorithme génétique,
programmé en Labview, relie la mesure de I'intensité de fluorescence a I'adressage de la tension
des pixels de la matrice a cristaux liquides. Dans ces expériences, le critere d’optimisation était
I’augmentation de la déplétion, ou plus exactement la minimisation de la fluorescence par la
seconde impulsion dans le cas de la FMN. Pour le tryptophane, celle-ci était comparée au gasoil.

Je ne décrirai pas plus ces expériences de controle cohérent de I'impulsion infrarouge, dont

le détail est a lire dans la these de F. Courvoisier [17], pour m’attacher a leurs conclusions.
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Fi1Gc. I1.5 — Schéma d’optimisation de la déplétion. En haut, on cherche a diminuer la fluo-
rescence de la FMN a I'aide de I'impulsion infrarouge (le délai entre les deux impulsions, a 405 et 810
nm est supérieur a 0), de facon absolue. En bas, la fluorescence du tryptophane apres déplétion est

comparée a celle du gasoil, et c’est le rapport entre les deux qui est optimisé (d’apres [17]).

En effet, aucune de ces expériences n’a montré d’augmentation de la déplétion. Seule la FMN
a présenté une diminution de la fluorescence, qui était en fait due au “chirp”, c’est-a-dire a
I’étirement temporel de I'impulsion. Mais comme ce dernier diminue tous les effets non-linéaires
(dont la fluorescence a deux photons®), la déplétion n’est donc pas affectée par cette diminution

qui a aussi lieu lorsque I'impulsion infrarouge parvient avant I'impulsion pompe.

Cette série d’expériences n’a donc pas fourni les résultats attendus, pour plusieurs raisons.
D’une part, la grande instabilité de notre laser, dont l'intensité peut varier de 5% coup par coup,
est un défaut majeur pour ce type d’expériences. Il serait intéressant d’améliorer la stabilité de

notre laser, que I'on pourrait controler a ’aide d’une photodiode a deux photons, en le faisant

¢C’est-a-~dire excitation du premier niveau S; avec deux photons infrarouges, qui donne lieu a la fluorescence.
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fonctionner dans le régime de saturation : en pompant les cristaux des deux cotés, et avec
plus d’énergie, on peut saturer le gain de 'amplificateur, qui devient alors moins sensible aux
fluctuations du laser de pompe. Les effets non-linéaires, nécessaires pour générer les impulsions
a 405 ou a 270 nm, amplifient les fluctuations d’intensité et donc de la fluorescence mesurée.
D’autre part, le bas taux de répétition de notre laser (20 Hz) impose des optimisations qui durent
plusieurs heures, pendant lesquelles les propriétés du laser sont soumises a des dérives lentes : le
méme masque imposé par le fagonneur produira donc des impulsions différentes, rendant toute
optimisation délicate.

Une chaine amplifiée avec un meilleur taux de répétition (kHz), permettrait de s’affranchir de
ce probleme, d’autant plus que I'amplification des chaines kHz s’effectue avec un laser Nd : Y AG
pompé par des diodes, qui procure de surcroit une stabilité d’intensité bien meilleure. Enfin, il
est probable que l'extinction de fluorescence dépende de la trajectoire du paquet d’ondes de
facon plus importante dans le premier niveau excité S, que dans les états excités supérieurs .S,,.

Fagonner I'impulsion & 405 nm pour les flavines serait donc plus favorable [17].

1.4 Implication personnelle

Cette thématique importante de ma these s’effectue dans la continuité de celle de Francois
Courvoisier. Lorsque je suis arrivé, le principe de déplétion pour la distinction entre aérosols bio-
logiques et organiques avait été réalisé, ainsi que celui des flavines; la variation de la déplétion
en fonction de l'intensité de la seconde impulsion avait aussi été caractérisée. L’étape naturelle
suivante, en lien avec les compétences de I’équipe, était 'application du controle cohérent a 1’aug-
mentation de la déplétion. J’ai participé a ces premieres expériences avec Francois Courvoisier et
Véronique Boutou (paragraphe 1.3). Afin de répondre aux difficultés présentées précédemment,
j’ai activement participé a la collaboration avec le groupe d’Herschel Rabitz qui venait de
développer un fagonneur d’impulsions ultraviolettes, en effectuant trois séjours dans leur la-
boratoire, a Princeton (New Jersey, Etats-Unis). La-bas, j’ai travaillé avec Matthias Roth au
montage de I'expérience, et notamment a la réalisation de la ligne pompe-sonde.

Pour améliorer la compréhension du phénomene de déplétion, nous avons effectué des expériences
avec différents solvants et pH, avec Christophe Bonnet et Véronique Boutou. Enfin, comme la
déplétion augmente avec I'intensité de la seconde impulsion, nous avons effectué des expériences
de déplétion dans les gouttes qui jouent le role de microlentilles (avec Benoit Thuillier, Chris-
tophe Bonnet et Véronique Boutou). Ces expériences sont d’ailleurs plus proches des applications,
par exemple de la détection de gouttelettes de bactéries dans I'atmosphere (les aérosols d’eau

contaminés par Legionella constituent le seul mode d’exposition des humains a la bactérie [3]).
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2 Déplétion du tryptophane

2.1 Dispositif expérimental de type pompe-sonde

L’impulsion infrarouge amplifiée est doublée, puis triplée, avec des cristaux de BBO. Les im-
pulsions sont ensuite séparées par des miroirs de haute réflectivité a 270 nm (HR270). La longueur
de la voie a 810 nm est variable (ligne a délai) afin de décaler I'impulsion infrarouge par rapport
a 'impulsion ultraviolette. Les photons a 405 nm sont quant a eux perdus a chaque réflexion sur
les miroirs de haute réflectivité, et un filtre permet de diminuer encore leur énergie. Les deux
impulsions sont ensuite recombinées avant d’étre alignées finement, puis focalisées (lentille UV
de 50 cm de focale) : la cellule de tryptophane (0,2 ¢g.L~!) est positionnée au plus prés du point
focal, juste avant ’apparition de lumiere blanche dans les parois de la cellule. La fluorescence
émise est sélectionnée a 'aide d’'un filtre interférentiel a 360 &= 10 nm, et enregistrée a ’aide d’un
photomultiplicateur (PM). Une boxcar (Stanford Research) acquiert le signal avec une porte
temporelle nanoseconde (temps de réponse du circuit avec PM), puis convertit numériquement
le signal. Un programme Labview permet ensuite de tracer la fluorescence en fonction du délai
entre les deux impulsions ; la superposition temporelle, qui détermine le délai nul, est définie par
une expérience d’autocorrélation. Ce délai doit étre corrigé de la dispersion dans les optiques,
notamment dans la premiere paroi de la cellule et dans la lentille de focalisation. Le décalage
temporel entre les impulsions a 270 nm et 800 nm, di a la dispersion de vitesse de groupe dans
les optiques, est typiquement de 2 ps (voir annexe). Ce délai est important en raison de la valeur
élevée de la dérivée de I'indice de réfraction par rapport a la longueur d’onde dans 1'ultraviolet ;

entre les impulsions a 800 nm et 400 nm, ce délai n’est que d'une centaine de femtoseconde.

A — ~80uJ
SHG Y
I | — ~1lpuJd
THG — [ s
| filtr ‘ A Tryptophane
alu
n o A A A
I HR270 é > 1 i .
o lentille Foyer
Y A
A 360 £ 10nm _—
i Ligne a PM
i délai
v

HR800

Fic. 11.6 — Déplétion du tryptophane : dispositif expérimental.
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2.2 Influence du solvant

Le solvant abaisse le potentiel d’ionisation des solutés, en fonction de sa nature et de celle
du soluté?. Ainsi, bien que l'ionisation soit supposée jouer un role important, le mécanisme
expliquant la déplétion de fluorescence n’est pas encore bien compris [48]. L’étude en fonction

du solvant doit permettre d’améliorer notre compréhension du phénomene.

Effet du pH
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Fic. 11.7 — Différentes formes du tryptophane dans I’eau, en fonction du pH.

Nous avons mesuré la déplétion a de nombreux pH, de 0.1 a 12, de facon a ce que les trois
formes puissent étre respectivement majoritaires dans les solutions® : forme acide a pH 0.1, forme
zwitterionique a pH 7, et forme basique a pH 12 (voir figure B.2). Les solutions ont été préparées
en dissolvant ~ 0,2¢.L~! de tryptophane dans de 1'eau distillée, mélangée soit avec de I’acide
chlorhydrique, soit avec de la soude pour atteindre le pH désiré, controlé a I’aide d’'un pH-metre.
La solution de pH 1 a quant a elle été obtenue apres dilution de la solution a pH 0,1.

A pH=0.1, environ 99,5 % des molécules de tryptophane sont sous forme acide’. Or, il est
connu que les fortes concentrations d’acide font fortement diminuer (“quenchent”) la fluorescence
du premier état excité Sy [49-51]. La protonation du cycle excité, suivie par un croisement
rapide avec I’état triplet protoné, est responsable de cette diminution. A pH=0.1, ce processus
est le principal canal de désexcitation de S;. Dans ces conditions, la durée de vie de S est de

plus diminuée & 1ns, contre 3,2ns en solution neutre [50, 52]. Dans nos expériences, une tres

dLe moment dipolaire du solvant, son pouvoir dispersant par I'intermédiaire de sa constante diélectrique, tout

comme le rayon du soluté, modifient le potentiel d’ionisation de ce dernier [46, 47].
¢A pH 1,4 par exemple, 90% du tryptophane est sous forme acide.

fpH = pKa+ log%, ou [AH] et [A~] correspondent respectivement aux concentrations des formes acide et

neutre d’une molécule A.
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forte baisse de la fluorescence a été observée, et le gain du PM a du étre augmenté de deux
ordres de grandeur. On peut en déduire que la fluorescence vient en grande partie des formes
zwitterioniques du tryptophane, y compris a un si faible pH. D’ailleurs, la dilution (par ~ 10)
effectuée pour passer de pH 0.1 a 1, bien que diminuant la concentration en tryptophane, a
augmenté sa fluorescence. Cela pourrait donc expliquer le fait que la déplétion mesurée soit
similaire pour différents pH (figure 11.8). Il est cependant surprenant que le taux d’ionisation®
du second état excité ne change pas avec le solvant, a moins d’imaginer que la protonation de

S, ne soit plus lente que son temps de vie.
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FiG. I1.8 — Effet du pH sur la déplétion. Les données présentées ici sont lissées sur 5 points pour
diminuer les fluctuations. Les croix rouges correspondent aux données a pH 1, et les barres d’erreur
correspondent a une estimation de la dispersion de ces points. On ne voit pas de différence de déplétion

en fonction du pH, a la précision des mesures prés (seules 3 mesures sont présentées ici).

A pH=12, 99.7% des tryptophanes ont la forme basique ; a ce pH la fluorescence est du méme

ordre de grandeur qu’a pH 7, et la déplétion est similaire, a la précision des mesures pres.

gPlus exactement, dans la these de Frangois Courvoisier [17], la baisse de fluorescence est interprétée par une
désexcitation des niveaux excités supérieur S,, via tout ce qui ne revient pas dans S, ce qui inclut aussi bien
I’ionisation qu’un transfert vers un état triplet ou toute désexcitation non radiative. Ce taux a été estimé a 70%

grace a 'ajustement des données “déplétion en fonction de I'intensité” par un modele a 3 niveaux.
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Dynamique de la déplétion

Les mesures prises ici ont été réalisées avec beaucoup de points (eux-mémes moyennés par la
boxcar), puis chaque mesure de déplétion a été effectuée 5 fois. Les courbes ont ensuite été lissées
sur 5 points ; ’ensemble de ces opérations permet de s’affranchir au mieux des dérives d’intensité
de notre laser. Cela a permis de voir une variation d’intensité sur une échelle de l'ordre de la
picoseconde (figure I1.9), compatible avec des temps de relaxation vibrationnelle. Des expériences
récentes, appuyées par des simulations [53], ont montré des déplétions de fluorescence, avec une
pompe a 800 nm qui stimule I’émission de fluorescence dans une direction perpendiculaire a la
mesure, mais avec une excitation a 400 nm. Les molécules considérées dans cette expérience sont
des colorants lasers dissous dans 'acétone. La dynamique de désexcitation vibrationnelle est
du méme ordre de grandeur temporel que celle mesurée ici. Refaire nos expériences a diverses
températures (de 1°C a 80°C pour 'eau par exemple), serait intéressant ; on s’attend a ce que la
relaxation soit plus rapide a haute température. Sherin et al. [50] proposent une dépendance de la
relaxation vibrationnelle dans I’état S en fonction de la température, qui permettrait d’analyser
les futurs résultats. Plus pertinent encore, une étude de la dynamique mesurée en fonction de la
longueur d’onde de fluorescence permettrait de trancher sur I'existence ou non d’un mécanisme
de type relaxation vibrationnelle : une dynamique plus rapide pour les hautes longueurs d’onde
(vers 380 nm) irait dans le sens de cette explication. Si on suivait cette hypothese, on constaterait
certainement que la déplétion de fluorescence serait plus importante lorsque la seconde impulsion

excite les molécules qui sont dans un état vibrationnel excité (v > 0).
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Fic. I1.9 — Mise en évidence de la dynamique dans les expériences de déplétion de
fluorescence du tryptophane. On observe une légére augmentation de fluorescence sur une échelle
picoseconde. Ce temps parait diminuer avec 'augmentation du pH, mais il manque quelques expériences
complémentaires pour tirer une conclusion définitive. Des expériences effectuées trés récemment ont

montré le méme comportement en fonction du pH.
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Influence de la nature du solvant
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Fic. I1.10 — Indole, tryptophane et naphtaléne. L’indole est le chromophore du tryptophane

(c’est-a-dire la partie de la molécule qui fluoresce).

Nous avons mesuré la fluorescence du tryptophane, de l'indole (chromophore du trypto-
phane), et du naphtalene dans divers solvants : eau, éthanol, propanol (pour le tryptophane
seulement). Le cas du cyclohexane (pour le naphtalene seulement), solvant organique, avait été
étudié dans la these de F. Courvoisier [17]. Entre deux mesures, nous avons pris soin de bien
rincer, d’abord avec le solvant précédent, puis avec le solvant a venir, avant de vérifier qu’avec
le nouveau solvant seul, il n’y avait plus de fluorescence. C’est ainsi que nous avons utilisé de
I’éthanol pur, car l’alcool dénaturé fluoresce et présente méme une déplétion! Le naphtalene
étant extrémement peu soluble dans I'eau, le ringage n’avait pas été suffisant (la fluorescence
du naphtaléne est alors trop faible pour tirer des conclusions) ; de récentes expériences ont inva-
lidé les premiers résultats qui montraient une déplétion identique du naphtalene dans I’eau par
rapport au tryptophane.

Une déplétion a été observée pour tous les solvants testés avec le tryptophane et 1'indole.
Par contre, une déplétion de la fluorescence du naphtaléne a été mesurée dans 1'acétonitrile (bon

solvant organique polaire), mais pas dans 1’éthanol ni dans le cyclohexane (figure I1.11).

2.3 Discussion

Steen et al. [54, 55] ont montré, a I'aide d’une excitation & un photon dans les niveaux S;
ou S de l'indole, du tryptophane et du phénol dans I'eau, que la fluorescence diminue avec

la longueur d’onde, de fagon parallele & une augmentation de l'ionisation. Ainsi, en notant ¢y

5 (260nm)
@ (230nm)

e (260) = 0,01 et ¢.-(230) = 0, 10 pour le tryptophane dans 'eau [54]. Ils concluent ainsi que

et .- les taux de fluorescence et d’ionisation, ils constatent que = 1,46, tandis que

la photoionisation depuis les états excités supérieurs (.S,) est en compétition avec la relaxation



2. Déplétion du tryptophane 25
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Fig. 11.11 — Déplétion du tryptophane et du naphtaléne dans l’acétonitrile et

I’éthanol. Le naphtaléne présente une déplétion seulement dans 'acétonitrile.

vers le plus bas niveau excité (S7) qui fluoresce. On peut alors donner une interprétation de la
présence ou non de déplétion, grace au potentiel d’ionisation, que I'on compare avec l'énergie
apportée par les photons des deux couleurs, 6 eV (voir tableau I1.1). On constate que le potentiel

d’ionisation est atteint pour l'indole et le tryptophane, a la fois dans I’eau et 1’éthanol.

Soluté (solvant) Potentiel d’ionisation

A Energie Naphtalene (gaz) 8,13 eV [56]
810 1.5 eV Indole (gaz) 7,9 eV [47]
405 3eV Tryptophane (gaz) 7,8 eV [46]
270 4.5 eV Tryptophane (éthanol) 4,9 eV [52]
270 + 800 6 eV Indole (éthanol) 4,85 eV [47]

(~ 200 nm) Tryptophane (eau) 4,5 eV [46, 52]
Indole (eau) 4,35 eV [47]

TaB. I1.1 — Energie des photons en paralléle avec le potentiel d’ionisation.

Pour le naphtalene, et de facon générale pour les solutés aromatiques, le potentiel d’ionisation
en phase liquide, I P;,, n’est pas connu [46]. On peut seulement 1'évaluer a partir de son potentiel

en phase gazeuse, I P,,., par la formule
IP;, =1P,. + Py + V) (I1.2)

ol P, est I'énergie de solvatation du cation créé, et V; I’énergie de la bande de conduction du
solvant (toutes deux négatives). Vi devient plus négative quand la polarité augmente [57], et P,

devient plus négative quand le rayon effectif du cation r, diminue, et que le pouvoir dispersant
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du solvant augmente (i.e. que sa constante diélectrique €, augmente). Le potentiel d’ionisation
est donc moins abaissé par le cyclohexane que par I’éthanol ou 'eau, ce qui expliquerait 1’absence
de déplétion du naphtalene dans le cyclohexane. On remarque aussi que 'eau abaisse plus que
I’éthanol le potentiel d’ionisation du tryptophane et de l'indole, en raison de son plus grand
pouvoir dispersant (tableau I11.2). Pour le naphtalene, on s’attend alors a ce que le potentiel
d’ionisation soit supérieur dans I’éthanol par rapport a dans I'eau, ce qui expliquerait ’absence

de déplétion dans le premier cas et sa présence dans le deuxieme cas.

Solvant Moment dipolaire | Permittivité relative statique
p (en Debye) €
Eau 1,85 80
Méthanol 1,7 32,6
Ethanol 1,7 24.3
Cyclohexane 0 2,015 [58]
Benzene 0 2,3
Ether 1,15 4.4
Acétone 2,9 20,7
Acétonitrile 3,44 37

TAB. I1.2 — Propriétés électriques des solvants. La permittivité relative du solvant est respon-
sable de son pouvoir dispersant : les forces électrostatiques étant d’autant plus faibles dans le solvant

que cette constante est grande.

On peut aussi estimer I’énergie d’ionisation du cation a l’aide de la formule de Born

_p2 1
P+ - € (1 - —)
8megr €

mais cette formule est utilisée soit avec €., permittivité relative statique [56], soit avec €, = n?,

permittivité relative optique [46, 47], mais en adaptant le rayon effectif r, pour rester compatible !
Afin de réaliser les estimations de Ij;,, j'ai choisi la formule avec €., car cette quantité est
responsable du pouvoir dispersant du solvant. Avec r. =3 A pour le rayon du naphtaléne ionisé
[56] qui donne Py = —1,21, et avec Vj = —0, 17 pour le cyclohexane [59], il vient [ P;, = 6,75eV
pour le naphtaléne dans le cyclohexane, ce qui est inférieur a I’énergie des deux photons : le
naphtalene n’est pas ionisé, sa fluorescence ne diminue pas avec la seconde impulsion. Ce calcul
donne la méme conclusion que précédemment et montre bien le role que joue le faible pouvoir

dispersant du solvant dans I’absence de déplétion.
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Le cas du naphtalene dans I'eau et I'éthanol est plus délicat. Si I’on calcule 1P, de la méme
fagon, on trouve respectivement 4,46 eV (eau) et 4,83 eV, en prenant Vy(eau) = —1,3eV,
Vo(éthanol) = —0,65eV [47], et le méme rayon pour le naphtalene. Comme précédemment,
I’eau abaisse davantage le potentiel d’ionisation que 1’éthanol, mais ces calculs indiquent que
le naphtalene devrait aussi présenter une déplétion avec 1’éthanol. Cependant, 1'ion naphtalene,
tout comme la molécule, ont un moment dipolaire nul, leurs électrons étant délocalisés. On peut
donc supposer que son rayon effectif ne sera pas le méme dans un solvant polaire (comme ’eau ou
I’éthanol) que dans un solvant apolaire (cyclohexane). On pourrait donc conclure que la présence
ou 'absence de déplétion dépend du potentiel d’ionisation, ce potentiel restant a définir dans le
cas du naphtaléne dans I'eau (que I'on peut donc supposer inférieur a 6 eV) et dans I’éthanol
(supérieur a 6 V).

Enfin, Amouyal et al. [52] relatent une augmentation de 'ionisation avec I’énergie du photon
pour l'indole et le tryptophane, a la fois dans I'eau et dans I’éthanol (figure 11.12). Ces résultats

concordent avec nos expériences de déplétion.
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Fiac. I11.12 — Taux d’ionisation de I’indole (a gauche) et du tryptophane en fonction

de I’énergie du photon, pour divers solvants. D’aprés [52]. Pour le tryptophane, ¢, est une

mesure de g, .

Pour présenter un schéma détaillé de mécanisme, il manque cependant des expériences
complémentaires. Je propose notamment de refaire les expériences de déplétion avec l'indole
dans le cyclohexane, mais aussi avec les différents chromophores dans le benzene, 1’éther et
I'acétone, afin d’identifier les roles du pouvoir dissociant et/ou de la polarité du solvant.

Il a également été observé que la différence de fluorescence entre une excitation a 220 et a
270 nm est d’autant plus grande que la température est élevée [55] : il serait intéressant d’étudier

Ieffet de la température sur la déplétion. On s’attend a ce quune solution d’indole dans ’'eau
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fluoresce moins a température plus élevée [60, 61]; V'effet de ce “quenching” sur la déplétion est
encore inconnu.

Enfin, une interrogation subsiste : pourquoi, bien que le taux d’ionisation differe fortement en
fonction des chromophores et du solvant, la déplétion ne varie-t-elle pas (ou peu) ? Par exemple, la
déplétion du tryptophane et celle du naphtalene sont les mémes dans 1’eau avec des configurations

expérimentales identiques (figure 11.11).

2.4 Influence du solvant : errata

Des expériences tres récentes (courbe de gauche de la figure 11.11) ont invalidé la déplétion
du naphtaléne dans I'eau : le signal de fluorescence est si faible (du fait de la solubilité tres
petite) que 'on ne peut pas tirer de conclusion. Par contre, nous avons mesuré une déplétion
du naphtalene dans I'acétonitrile, déplétion plus faible que pour le tryptophane dans les mémes
conditions expérimentales. On peut s’attendre a ce que I'acétonitrile, solvant tres polaire, abaisse
plus le potentiel d’ionisation que I’éthanol. Pour analyser les résultats en évaluant le potentiel

d’ionisation, il est courant d’utiliser, pour les solvants polaires, la formule suivante" :
[Plzq:Eom+C+‘/()

ou E,, est le potentiel d’oxydation (par rapport a une électrode de référence) du composé en
solution et C est le potentiel de 1’électrode de référence. Pour I'électrode de calomel saturée

(SCE), on a C=4.67 V.

3 Controle cohérent de la déplétion de fluorescence

3.1 Distinction optique de deux molécules quasi-identiques

Le but fixé par cette expérience est extrémement ambitieux : distinguer optiquement deux
molécules tres proches optiquement. Nous avons choisi la flavine mononucléotide (FMN) et la
riboflavine (RbF) car ces deux flavines ont une structure extrémement similaire (figure B.4). Les
spectres d’absorption et de fluorescence de ces deux molécules sont identiques, aux incertitudes
de mesures pres (figure 11.14), car les propriétés optiques de ces molécules sont dues a leur
cycle aromatique. La différence structurelle provient du groupement phosphate H POs, présent
uniquement sur la FMN. Le but visé par cette expérience est de jouer sur les propriétés optiques
fines - décalages de niveaux, modification de la forme de potentiels de liaison,... - induites par

ce groupement, pour exciter les deux molécules de maniere différente.

hD’apres une discussion privée avec Eric Vauthey.
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FiG. I1.13 — Représentation de Fisher de FMN et RbF'. Seul le groupe phosphate différencie

les molécules.
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Fic. I1.14 — Absorption et émission de Huorescence. FMN : Flavine mononucléotide, RbF :

Riboflavine.

3.2 Dispositif expérimental

L’expérience, réalisée au laboratoire de chimie de Princeton dans 1’équipe du Professeur H.

Rabitz, est décrite par le schéma II.15. Cette collaboration a notamment permis d’utiliser le

faconneur d’impulsion UV monté dans ce laboratoire. Le laser utilisé la-bas a de plus bénéficié

de gros efforts pour améliorer sa stabilité [62].

Le laser a un taux de répétition de 1 kHz et délivre pour cette expérience une énergie par
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FiG. I1.15 — Discrimination optique des flavines : dispositif expérimental. Le trajet de

Pinfrarouge est artificiellement allongé pour compenser le trajet du bleu dans le faconneur.

impulsion de 600 p.J, centrée a 797 nm. Cette impulsion est limitée par transformée de Fourier
(TF) : largeur temporelle de 100 fs, bande passante de 10 nm. Une fraction de 'énergie, 160 1./,
est doublée par un cristal de BBO de type I (300 um d’épaisseur) a 400 nm, puis fagonnée. Le
fagonneur impose une phase controlée, ¢p(w), aux différentes composantes spectrales de I'impul-
sion, a 'aide d’une onde radio-fréquence (voir chapitre I). En sortie, on obtient 6 yJ d’impulsion
bleue centrée a 399,5 nm avec une bande passante de 3,5 nm de largeur a mi-hauteur. La voie
infrarouge suit un chemin différent, suffisamment long pour compenser le trajet effectué par le
trajet bleu dans le faconneur ; le délai entre les impulsions est ensuite controlé a I'aide d’une ligne
a retard. Les deux impulsions sont alors recombinées et soigneusement alignées, avant d’étre fo-
calisées vers les cellules de flavines dissoutes dans I'eau distillée (~ 0,1 g.L™"), grace a une lentille
de 50 cm de focale. Un “beamsplitter” tres fin (2 um, Thorlabs, BP145B1) - finesse qui permet
de négliger la dispersion dans le matériau - est placé juste apres la lentille et éclaire de fagon
équivalente les deux cellules. Les cellules sont placées au plus pres du point focal de la lentille
de facon a éviter la création de continuum dans les fenétres par les impulsions infrarouges. On
recueille la fluorescence filtrée a 530 £ 10 nm dans un tube photomultiplicateur (PM), a l'aide
de deux lentilles collimatrices de 10 cm de focale. Afin de réduire la sensibilité a la stabilité
de pointé entre les deux impulsions, 'impulsion rouge est agrandie a I'aide d'un télescope. Le

tableau I1.3 récapitule ’énergie et le diametre de chaque impulsion au niveau de la cellule.

Des courbes de déplétion, mesurées simultanément pour la FMN et la RbF, sont obtenues

avec ce dispositif et présentées figure I1.16. On caractérise toujours la déplétion selon la formule

5-@

S que I’'on cherche a optimiser pour I'une des flavines aux dépens de 'autre
non—dep
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Energie | Diametre
Bleu (400 nm) | 3puJ 50 um
IR (800 nm) | 210puJ | 330 um

TaB. I1.3 — Caractéristiques des impulsions au niveau de la cellule.

(i.e. augmenter le rapport R = %). Pour cela, enregistrer une courbe de déplétion a chaque

forme d’impulsion testée impliquerait de trop longues acquisitions. Nous avons donc ajouté
un obturateur électro-mécanique sur la ligne infrarouge afin d’enregistrer deux signaux : avec
I'infrarouge (signal “déplété”), et sans l'infrarouge (“non-déplété”). Cette technique néglige la
(faible) fluorescence a deux photons due a l'infrarouge seul, qui reste constante au cours de
I'optimisation. Une courbe de déplétion complete est néanmoins enregistrée a la fin de chaque
optimisation. Avant I’expérience, il faut aussi définir un délai entre les deux impulsions. Celui-ci
doit étre supérieur a 0 pour avoir effectivement une déplétion, et inférieur a la picoseconde : en
effet, seules les optimisations respectant ce critere ont fonctionné. Les meilleures optimisations

ont été réalisées avec un délai fixé entre 100 et 600 fs (figure I1.16).

zone fixée pour
RbF mesurer la déplétion

S(RbF) =
Fron—depl —Fdepl
Fnon—depl

Fluorescence (u.a.)

signal RBF

45 signal FMN

Délai (en ps)

Fi1Gc. 11.16 — Choix du délai initial.

S(FMN)
S(RbF)

Optimiser le rapport R = permet au systeme de décaler temporellement I'impulsion
bleue de telle sorte qu’elle arrive apres I'impulsion rouge : la déplétion de chacune des solu-

tions devient alors tres faible (jusqu’a s’annuler), et la moindre fluctuation peut rendre R tres
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grand. Pour éviter ce biais, nous rajoutons un parametre b, fixé a b = 0,05 dans les expériences

présentées, qui empéche 'algorithme d’aller vers une diminution trop forte de la déplétion :

_ §8(FMN)
F = 5(RbF)

+ b.0(RbF). Le systeme d’optimisation fonctionne en boucle fermée, a l'aide d'un
algorithme génétique [35]. Pour commencer, I'algorithme génétique prépare, via le fagonneur, une
série d’'impulsions (la population), et pour chacune, on enregistre la quantité F. Ensuite, ’algo-
rithme utilise les meilleures impulsions (i.e. F le plus grand) pour créer la génération suivante,

et ainsi de suite.

3.3 Optimisation de la déplétion

Les premieres générations effectuées ne présentaient aucune optimisation. Il a donc fallu,
d’une part augmenter au mieux la déplétion en alignant parfaitement les impulsions, et d’autre
part diminuer fortement les fluctuations du laser. Une photodiode a deux photons reliée a un
programme adapté permet de mesurer en temps réel la stabilité du laser : lorsque ce signal n’est
pas assez stable, 'algorithme ne converge pas. Controler I'intensité a deux photons présente un
double avantage : c’est un effet non-linéaire, donc plus sensible aux fluctuations d’intensité, et
qui dépend aussi des fluctuations de phase des différentes composantes spectrales. En effet, ces
déphasages produiront un élargissement temporel de I'impulsion et donc une baisse du signal a
deux photons. Que la phase de I'impulsion initiale soit stable est crucial pour ensuite pouvoir
la modifier avec le fagonneur. L’algorithme d’optimisation d’une flavine par rapport a l'autre
converge d’autant plus vite que le signal sur bruit (SNR') & deux photons du laser est grand
(typiquement SN R ~ 100 — 250 pour le signal a deux photons [62] est nécessaire) ; avec SN R ~
30, ca ne fonctionne pas!

La figure I1.17 présente une optimisation, qui dure typiquement deux heures, de la déplétion
de FMN par rapport a RbF, et décrit la fonction F pour le meilleur, et pour le moins bon
individu de la population de chaque génération. Une moyenne de R sur tous les individus de
la population est aussi présentée sur le méme graphique. On constate que l'optimisation a été
réalisée au bout d'une cinquantaine de générations pour atteindre F = 1,7; cette valeur élevée
de F est conservée par le meilleur individu jusqu’a la fin de I'expérience.

Afin de vérifier que 'optimisation obtenue n’est pas due a une dérive du laser, il est impor-
tant de comparer le résultat du meilleur individu a celui obtenu par une impulsion limitée par
transformée de Fourier (i.e. ¢(w) = 0). La figure I1.18-(a) présente ainsi deux optimisations, I'une

pour maximiser la déplétion de FMN par rapport a la riboflavine, et ’autre pour la minimiser

(ou, pour des raisons pratiques, maximiser la fonction “inverse” F* = 5(2%;1];\2) + b.0(FMN)).

ISNR pour Signal to Noise Ratio en anglais. Il est calculé ici sur 150 s.
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Fic. I1.17 — Signature d’une optimisation : augmentation puis stagnation de F.

Lorsqu’on décide d’arréter I'optimisation, c’est-a-dire lorsque F n’évolue plus, on enregistre un

histogramme pour la meilleure impulsion et pour I'impulsion limitée par transformée de Fourier

§(FMN)

.- .
S(RbE) Avec I'impulsion

(TF). Pour construire cet histogramme, on effectue 100 mesures de R =
optimisée, chaque mesure étant moyennée sur 1000 impulsions, a 1 kHz (figure I1.18-(b)). La
largeur des courbes obtenues montre une dispersion des données autour de leur valeur moyenne.
Celle-ci est suffisamment faible pour que les courbes obtenues lors des deux optimisations soient
bien séparées. Nous avons ainsi réussi a distinguer optiquement deux molécules dont les spectres

linéaires d’absorption et d’émission sont identiques, a I'aide d’un dispositif & deux impulsions.
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FiG. I1.18 — Optimisations et histogrammes associés. En notant AR la largeur a mi-hauteur

des données, la dispersion relative est % ~ 0,4 pour les 2 courbes optimisées, légérement moins pour

I'impulsion limitée par transformée de Fourier (TF), qui semble étre moins sensible au bruit.
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Un autre succes provient du fait que, trois mois apres avoir réalisé une optimisation, la
meilleure phase imposée par le faconneur permet toujours de distinguer optiquement les deux
solutions, bien que I'histogramme reconstruit soit moins significatif que celui présenté figure 11.18.
Cela permet de comparer les phases imposées par le faconneur pour un grand nombre d’expériences,
réalisées sur plusieurs semaines. La figure I1.19 présente les phases imposées par le fagonneur lors
de quatre optimisations de la déplétion de FMN par rapport a RbF, et de quatre optimisations
inverses.

optimise
1 5(RbF) R — S(FMN)

R = S(FMN) ou = 5(RbF)

(a) (b)

27 27

T
: s, PO I
0 PV

"I I
B

T T T T T T T T T
403.2 399.5 395.8 403.2 399.5 395.8

A (en nm) A (en nm)

F1G. 11.19 — Phase ¢(w) imposée par le faconneur pour obtenir les meilleures opti-

misations lors de 8 expériences.

3.4 Interprétation des résultats

La figure I1.20 montre que la déplétion n’est ni améliorée, ni diminuée par I’optimisation, avec
0 ~ 17% pour la RbF dans les deux cas. Par contre, on constate une décroissance plus lente de

la fluorescence pour 'impulsion optimisée, avec une décroissance en 2 picosecondes, contre 200
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femtosecondes pour l'impulsion limitée par transformée de Fourier. Les 200 fs de décroissance
correspondent a la convolution entre les impulsions a 400 et a 800 nm, qui sont les plus courtes
accessibles avec notre bande passante; ’allongement de la décroissance est simplement di a
un alongement de I'impulsion fagonnée, du fait du déphasage introduit entre ses différentes

composantes spectrales.
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Fi1G. 11.20 — Courbes de déplétion avant et aprés optimisation. On constate I’allongement

de la déplétion dans le cas optimisé.

Interpréter les impulsions obtenues par controle cohérent dans les grosses molécules est en
général compliqué, les calculs a faire étant actuellement hors de portée des plus gros simulateurs.
Judson et Rabitz [33] ont d’ailleurs proposé que ce type d’expériences de controle cohérent
viennent en remplacement des ordinateurs, le laser “résolvant 1’équation de Schrodinger” en
trouvant la meilleure voie d’excitation des molécules - ici d’excitation dans le niveau S; pour
une flavine aux dépens d’une autre. Afin de mieux comprendre le role de I'impulsion optimisée,
on peut représenter la forme de 'impulsion en tracant ses composantes spectrales en fonction
de leur temps d’arrivée (figure I11.21), grace & une transformée de Fourier aux temps courts’. Ces
spectrogrammes sont construits a partir de la phase imposée par le faconneur; il a été vérifié
que le résultat est compatible avec une mesure “frog”.

Chaque expérience réalisée optimise la déplétion de la FMN (ou de la RbF) a l'aide de trains
d’impulsions, tous différents (figure 11.22). Cela n’est pas surprenant dans la mesure o, pour de
telles molécules, le paysage énergétique est tres complexe, avec de nombreux minima locaux : a
chaque optimisation, l'algorithme suit des chemins particuliers dans ce paysage, et arriver a des
solutions multiples pour un probleme de controle cohérent donné [63]. Une tendance générale se

dessine cependant, qui est mise en valeur sur la figure 11.22 a l'aide de deux droites (toujours

11 s’agit d’une transformée de Fourier avec une porte temporelle assez courte, ici une gaussienne de 70 fs qui

correspond a la largeur temporelle de I'impulsion bleue.
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FiG. 11.21 — Forme de I'impulsion optimisée pour RbF et FMN : spectrogrammes.

Ces deux figures correspondent au premier masque ¢(w) présenté, de chaque colonne, figure I1.19.

les mémes pour la RbF, avec une symétrie par rapport a I’horizontal pour la FMN). Il apparait
donc favorable, pour discriminer les deux flavines, d’avoir des impulsions a dérive de fréquence
(ou “chirp”®) : imposer une pré-impulsion dont les longueurs d’onde se décalent vers le rouge
(“anti-chirp”), avant de faire subir la tendance inverse (“chirp positif”) semble ainsi propice pour
optimiser la déplétion de riboflavine. L’effet inverse permet d’optimiser la FMN, comme 'atteste
la figure I1.22. Enfin, le décalage temporel entre les pics varie entre 200 et 1500 fs, et pourrait
correspondre & des temps de relaxation vibrationnelle [53] dans le premier niveau excité S; des
flavines.

On retrouve des temps de 'ordre de la picoseconde si I'on trace la déplétion en fonction du
délai entre les deux impulsions! (figure 11.23) : au bout d’environ 1 ps, il n’y a plus de différence
entre impulsions optimisée et limitée par transformée de Fourier. Une premiere interprétation
consiste a dire que le paquet d’onde perd sa cohérence du fait des interactions avec I’environne-
ment : la fonction d’onde du premier état excité se “mélange” a celle de 'environnement, et les
faibles différences de structure des deux molécules ne sont alors plus suffisantes pour que I'im-
pulsion rouge excite différemment les flavines vers les niveaux excités supérieurs. Une seconde
interprétation implique la relaxation des molécules vers le niveau le plus bas, S;(v = 0), pour
lequel le couplage avec les états excités par I'impulsion infrarouge serait alors similaire pour les

deux flavines. Regarder le role de la température serait la encore intéressant, mais nécessiterait

kOn parle de “chirp” (“gazouillis” en francais) pour des impulsions dont le front est décalé vers les hautes
longueurs d’onde, ce qui correspond a la propagation d’une onde dans un milieu & dispersion positive ; on parle

d’anti-chirp dans le cas contraire.
'A 400 nm, il y a en fait plusieurs impulsions ; la référence du délai nul est déterminée avant I'expérience par

I'impulsion limitée par transformée de Fourier.
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tendance générale. Les

droites noires ont été translatées sur chaque figure de (a), et retournées (transformation miroir) pour

(b). Pour plus de lisibilité, des repéres de 250 fs ont été ajoutés sur les figures.

une étude préalable de son influence sur la déplétion. On pourrait par contre regarder I'influence

de la longueur d’onde de fluorescence sur la distinction des molécules en fonction du temps, i.e.

refaire la figure I1.23 pour différentes longueurs d’onde de fluorescence. Remarquons enfin que le

délai d’'une picoseconde au-dela duquel il n’y a plus de différence entre les flavines, correspond

au moment ou la déplétion devient totale (figure 11.20) : I'algorithme, pour augmenter le rapport

des déplétions R, doit faire diminuer les deux déplétions, mais 1'une plus que 'autre.
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Fi1G. I1.23 — Variation du rapport de déplétion R en fonction du délai entre les deux

impulsions.

4 Conclusions du chapitre et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons étudié la diminution de fluorescence (ou déplétion) du tryp-
tophane et des flavines en solution, lors de 'ajout d’'une seconde impulsion résonante avec la
transition vers les niveaux excités supérieurs des molécules. Une dynamique sur une échelle de
I'ordre de la picoseconde a été mise en évidence ; son interprétation en terme de relaxation vibra-
tionnelle a été proposée, qui mérite des expériences complémentaires. Par ailleurs, les effets du
solvant sur différents chromophores ont été étudiés et ont montré que I'existence de la déplétion
de fluorescence dépend bien de I'environnement moléculaire des chromophores.

Enfin, nous avons réalisé une expérience tres délicate de distinction tout optique de molécules
quasi-identiques : la flavine mononucléotide et la riboflavine. Cette expérience est a ce jour la
premiere a avoir pu différencier la fluorescence de deux molécules en phase liquide, aux cycles aro-
matiques identiques, par un faconnage de I'impulsion excitatrice. Ce succes est ainsi prometteur
pour la distinction tout optique de molécules présentant jusqu’ici des propriétés d’absorption et
de fluorescence tres similaires.

Il sera intéressant de faire le méme type d’expérience sur les bactéries ; les premiers essais ont
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montré la nécessité d’améliorer encore le signal sur bruit et/ou d’éliminer les quelques signaux
parasites qui sont apparus. Toutefois, il serait plus favorable d’exciter les bactéries a 270 nm,
mais des expériences préalables de controle cohérent du tryptophane seront alors nécessaires (par
exemple diminuer la déplétion de I'indole au profit du tryptophane). On peut aussi se demander
si un faconnage en amplitude ou en polarisation des composantes spectrales de I'impulsion bleue
ne pourrait pas améliorer encore les optimisations.

Finalement, nous avons réalisé des expériences de déplétion dans des gouttes (de 20 & 30 um
de rayon) de tryptophane, de flavines et de bactéries. Toutes ont présenté une tres forte déplétion,
qui peut s’expliquer par un meilleur recouvrement des deux impulsions au niveau de la goutte,
ou/et par un effet géométrique : la goutte focalise les impulsions en son sein [64]. Ces déplétions
peuvent atteindre 80 % pour le tryptophane (figure 11.24), alors que 50% de diminution n’ont

pu étre dépassés en cellule.

Fluorescence (unité arbitraire)

Intensité de la fluorescence (unité arbitraire)
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Fic. 11.24 — Déplétion dans une goutte de tryptophane (a gauche) et de bactéries
E. coli (a droite). La fluorescence est mesurée a 90° par rapport a Iexcitation. A droite, les gouttes

contiennent une centaine de bactéries.

La déplétion dans les gouttes, prometteuse et plus proche d’applications potentielles (détection
de bactéries dans les postillons par exemple), nécessite néanmoins des expériences complémentaires
pour en comprendre les caractéristiques. La dépendance angulaire de la déplétion (non présentée
ici) mérite des interprétations, tout comme le role du plasma créé dans les zones intenses de la
goutte pour des intensités élevées d’infrarouge. Clarifier I'impact du solvant et de la température
dans les déplétions en cellule permettrait certainement d’apporter des réponses aux questions
posées précédemment. L’influence de la relaxation vibrationnelle pourrait étre élucidé par une

étude de la déplétion avec des mesures de fluorescence a diverses longueurs d’onde.






Chapitre 111

Filaments lasants : étude de la
propagation d’impulsions femtosecondes

intenses dans un milieu dense absorbant

1 Introduction

1.1 Emission stimulée : étude dans les chromophores biologiques

Dans le chapitre précédent, la distinction optique de chromophores biologiques en phase li-
quide s’effectuait a ’aide d’un processus “pompe-pompe” original mis en place dans I'équipe.
Suite a ces résultats encourageants, un nouveau processus a été imaginé pour essayer de distin-
guer les molécules biologiques entre elles. La premiere étape du projet était d’observer I’émission
stimulée dans les chromophores biologiques apres une excitation, non linéaire, a deux photons
(voir figure III.1). Puisque les phénomenes non-linéaires sont plus susceptibles d’étre controlés
[65], 'excitation a deux photons aurait été favorable pour la seconde étape du projet qui aurait
consisté a fagonner 'impulsion infrarouge afin de peupler sélectivement les niveaux excités des

molécules a distinguer.

Ces expériences tres délicates ont eu lieu avant mon arrivée. Le signal d’émission stimulée
n’a d’abord pas été observé [17], en raison de la faible section efficace d’absorption des molécules
biologiques et de leur petit rendement quantique de fluorescence. Des expériences ont donc
été réalisées avec un colorant laser, la coumarine 153, simulant les flavines par ses spectres

d’absorption et d’émission, mais avec une section efficace d’absorption plus élevée.

41
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Etat excité

AAAY,
”V\/V“ AN/

Etat fondamental

Fic. III.1 - Absorption a deux photons et émission stimulée. Le photon émis a les mémes

propriétés que le photon incident.

1.2 Schéma de type “pump-dump” dans la coumarine

Le dispositif expérimental est proche de celui présenté au chapitre II, a la différence que la
longueur d’onde de I'impulsion sonde doit étre proche du maximum d’émission du chromophore
(figure I11.3 page 46). Cette impulsion sonde sera appelée “dump”? par la suite, car elle dépeuple

les niveaux excités en augmentant la probabilité d’émission des molécules.

Les premieres expériences avec un colorant laser ont bien révélé une augmentation du signal
de fluorescence, mais aussi la présence inattendue d’une figure auto-organisée en champ lointain.
Nous allons montrer que la filamentation est a l'origine de ce phénomene, et que le diaphragme

avant la cellule est important pour créer un réseau stable de filaments.

1.3 Implication personnelle

C’est pour comprendre 'apparition de ce type de motif en champ lointain qu’a été initiée
cette étude. Je n’ai pas participé aux expériences préliminaires qui ont permis la découverte de
cette singularité, mais j’ai activement participé a I’étude qui a été menée pour la comprendre.
Ainsi, 'expérience a été réalisée avec Francois Courvoisier et Véronique Boutou, et j’ai dépouillé

et analysé les résultats.

Cette expérience a fait naitre une problématique nouvelle : ’étude de la propagation de
filaments en milieu dense et fortement absorbant. Afin de mieux appréhender cette physique,
nous avons fait appel a ’équipe de Luc Bergé du CEA de Bruyeres-le-Chatel pour réaliser les

simulations.

a“dump” signifie littéralement déverser - je n’ai pas trouvé d’équivalent francais élégant pour “pump-dump”.
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2 La Filamentation

2.1 Description simplifiée

Des lors que les puissances en jeu sont suffisamment élevées, les impulsions femtosecondes
peuvent se propager sous la forme d’un canal de lumiere auto-guidé, résultant principalement
de la compétition entre deux effets non-linéaires : une focalisation due a l'effet Kerr et une
défocalisation due a la création de plasma [66]. Une structure autoguidée est ainsi crée, appelée

“filament” , dont une visualisation est présentée figure I11.2.

Fic. 1I1.2 — Image de filament dans du méthanol avec colorant. Image réalisée par
Schroeder et al. [67], grace a une technique empruntée a la microscopie a deux photons, dont 'intérét
est de mettre en évidence les zones de tres fortes intensités (voire paragraphe 5.5 page 59). La zone
entourée correspond a la zone de filamentation dans laquelle la défocalisation due au plasma compense

Deffet Kerr.

2.2 Indice non-linéaire
Divergence naturelle

Dans le cadre de 'optique classique, on ne peut propager un faisceau collimaté que sur des
distances de l'ordre de la longueur de Rayleigh Lp = %, ou k est le nombre d’onde et 7y le

rayon minimum du faisceau. Au-dela, la diffraction élargit significativement le faisceau.

Effet Kerr

Lorsquun champ électrique se propage dans un milieu matériel, il polarise de fagon linéaire
les molécules du milieu, et celles-ci émettent a leur tour un champ électromagnétique qui se su-
perpose au champ incident. Au niveau macroscopique, cela se traduit par un indice linéaire ng du
milieu, qui dépend de la polarisabilité des molécules et donc du tenseur de susceptibilité linéaire
xW. Si le champ électrique devient plus intense, des effets non-linéaires, dus & des susceptibilités
d’ordre supérieur ™), apparaissent. Pour les milieux isotropes ou centro-symétriques, les ordres
pairs sont nuls (notamment y? = 0), si bien que les effets non-linéaires les plus importants sont

des effets d’ordre 3.
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On obtient I'indice du milieu par un développement limité d’ordre 2 du champ électrique F,
(i.e. d’ordre 1 en intensité I de l'onde). Le fait que I'indice dépende de l'intensité de 'onde est

appelé effet Kerr optique :
n=mng+ nol

_ 3Re(x®)

ou ny = - est appelé indice non-linéaire du milieu.
4eocn0

Puissance critique

Le profil spatial de 'impulsion modifie donc les propriétés optiques du milieu. Notamment,
un faisceau gaussien intense qui se propage crée un profil gaussien d’indice de réfraction, c¢’est-a-
dire une lentille convergente : le faisceau s’auto-focalise. Cette auto-focalisation peut compenser
la diffraction, si elle atteint une puissance critique P..;;, donnée par :

3, TA?

8mnone

Pcrit =

Elle est d’autant plus facilement atteinte que les indices linéaires et non-linéaires sont élevés.
Dans I’éthanol pur, a 800 nm, on trouve P,.;; = 3 MW.

Si la puissance de 'impulsion dépasse cette valeur, alors 'onde se focalise : on parle de lentille
Kerr. Lorsque le faisceau se focalise, 'intensité s’éleve et la lentille Kerr s’accentue. On aurait

donc affaire a un effondrement du faisceau si aucun autre phénomene n’intervenait.

2.3 Divergence par le plasma

A des intensités plus élevées, on va crée un plasma par ionisation multiphotonique. Dans le
cas d’un liquide comme I’éthanol, six photons a 800 nm sont nécessaires pour ioniser la molécule,
le potentiel d’ionisation de 1’éthanol étant U; = 8.4 eV [68, 69]. Dans la limite d’un plasma peu

dense, on peut montrer que la modification de I'indice du milieu est donnée par [18, 70] :

An = (—1 + z’i) Pe (I1L.1)

Ve 2pcrit
ol
— v est la fréquence de I'impulsion laser ;

— 1, est la fréquence de collisions électrons-ions;

pe est la densité d’électrons libres;

— m, est la masse des électrons
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— et perit = €gMme. 42 12 [e* représente la densité critique d’électrons libres au-dela de laquelle
se produit une augmentation drastique du coefficient d’absorption. A 800 nm, pPeip ~

1,7 x 10*t em=3.
Dans la formule III.1, le signe négatif signifie que le plasma défocalise I'impulsion. Effet
Kerr et plasma ont donc une action contraire. Le terme imaginaire pur traduit quant a lui une

absorption d’énergie.

2.4 Faisceau auto-guidé

Lorsque la puissance d'une impulsion dépasse la puissance critique P,,.;;, I'impulsion se focalise
par effet Kerr jusqu’a ce que l'ionisation du milieu ait lieu a des puissances supérieures. Des lors,
il y a principalement une compétition entre ces deux phénomenes non-linéaires, et 1'on atteint
un équilibre dynamique. L’impulsion se propage sans diverger, de facon auto-guidée : c’est ce

qu’on appelle un filament.

2.5 Multifilamentation et organisation des filaments

Si la puissance de I'impulsion est bien plus grande que la puissance critique P,.;, il se crée
de multiples filaments, déclenchés par des instabilités modulationnelles [71]. Dans ce processus,
les inhomogénéités locales de 'intensité croissent de facon exponentielle et entrainent la rupture
du faisceau a la fois dans l'espace et dans le temps [72]. De nombreuses cellules de petite taille
apparaissent sur le profil spatial du faisceau, parmi lesquelles certaines atteignent la puissance
critique d’autofocalisation engendrant la filamentation. Avec cette explication, on comprend que
Iorganisation transverse des filaments en sortie du milieu non-linéaire soit aléatoire, dans la
mesure ou les instabilités le sont aussi. Au contraire, I'introduction d’éléments optiques variés
dans le trajet du faisceau rend reproductible la distribution des filaments [73-76]. Parmi les effets
connus pour surmonter 'instabilité modulationnelle, citons Uellipticité du faisceau [74, 75|, et
la modulation de phase du faisceau, obtenue avec une lentille pivotée [73]. Modifier le profil
d’intensité (avec, soit un simple diaphragme circulaire [73], soit une grille [76], soit un réseau de
microlentilles [77]) entraine aussi la création d’un ensemble stable de filaments a partir des forts

gradients d’intensité ainsi créés.

3 Présentation de I’expérience

Dans notre expérience, nous étudions la filamentation dans un milieu dense, 1’éthanol, en

présence de pertes supplémentaires dues a 'absorption a deux photons par un colorant. Nous
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étudions aussi 'effet d’une seconde impulsion dont la longueur d’onde centrale correspond au
maximum de I’émission de fluorescence du colorant, afin de stimuler I’émission de fluorescence

du colorant. Cette seconde partie de I'expérience est présentée dans le paragraphe 6.

3.1 Dispositif expérimental général

Le principe général d’une ligne pompe-sonde, et de la génération de lumiere blanche a été

expliqué dans le premier chapitre (page 3).

Lame de saphir Impulsion incidente
lumiere blanche -
( ) 1?)% jésvémJ lentille de focalisation
Filtre interférentiel 47 f’=1m
(530 £ 5nm) —|— 1 Cellule de
coumarine
u)/u H I D I - ~1,5mJ dans I’éthanol

Aé? |
R

|
4 ~ /

~ - Diaphragme Doy
Ligne a délai ; S 1 (modifie le profil spatial)

v £

e

FiG. II1.3 — Schéma expérimental général. Il s’agit d’un schéma de type “pump-dump”. Dans
toute la premiére phase de l'expérience (partie 5), on n’utilise que la pompe, car I'impulsion “dump”

est coupée. Les deux impulsions sont utilisées dans la partie 6.

En sortie du laser, on sépare I'impulsion en deux. 30% de I’énergie sont utilisés pour créer
Iimpulsion “dump”, et les 70% restant constituent I'impulsion pompe, qui peut étre retardée
ou avancée a l’aide de la ligne a délai. L'impulsion “dump” est créée en générant de la lumiere
blanche dans une lame de saphir. Elle est ensuite filtrée en coupant le reste d’infra-rouge (filtre
BG40), et en ajoutant un filtre interférentiel dont la longueur d’onde se situe dans la bande
d’émission de la coumarine utilisée (530 nm £ 5nm pour la coumarine 153). Avec la ligne a
retard, on peut imposer un délai A entre les deux impulsions, A > 0 signifiant que 1'im-
pulsion “dump” arrive apres I'impulsion pompe. Apres recombinaison, les deux impulsions,
préalablement alignées avec soin, sont focalisées avec une lentille de 1m. On place la cellule

avant le point focal, afin d’éviter de générer de la lumiere blanche dans ses faces.

Colorant laser : la coumarine 153

Dans notre expérience, nous utilisons la coumarine 153 diluée dans de 1’éthanol, a une
concentration de 4 g/L qui correspond a la concentration caractéristique utilisée dans les la-

sers a colorants [78]. Son absorption linéaire dans 1’éthanol présente un maximum a 423 nm, son
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émission maximale étant a 530 nm. La section efficace d’absorption a deux photons a 800 nm
est 02 = 6.76 1073 em A WL [79, 80].

Un autre colorant laser a été utilisé dans notre expérience avec des résultats similaires : la
coumarine 510, diluée a 1 ghL. Seule la couleur des figures observées en champ lointain differe,
du fait de I’émission du colorant, décalée dans le bleu. Nous avons dans ce cas utilisé un filtre a

500 + 5 nm pour I'impulsion “dump”.

Coumarin 153
Coumarin 153
CF, /) Lo i

LTI ]
\ Solvent: Ethanol

T

* L/(MOL*CM] .=
E—
i

L]

L N

05 J

ABSORBANCE [10+

o N

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
WAVELENGTH [NM] --->

FiG. 1I1.4 — Coumarine 153. Schéma de la molécule et spectre d’absorption (linéaire) de la couma-
rine diluée dans I’éthanol [78]. La forte délocalisation électronique des cycles est responsable du taux

élevé de Iabsorption linéaire présentée ici.

La solution est insérée dans une cuve en quartz de 10 mm de long, branchée sur une circulation

afin d’éviter le blanchiment des molécules de colorant.

Caractéristique des impulsions a ’entrée de la cellule

Nous avons testé différentes configurations expérimentales. Dans une configuration représentative,
I’énergie par impulsion est de 1,5m.J avant le diaphragme circulaire Dy. Apres ce diaphragme,
on ne mesure plus que 0,34 m.J : plus de 75% de I’énergie a donc été coupée par le diaphragme.
Le profil spatial de I'impulsion est ainsi fortement modifié par le diaphragme qui crée des bords
francs. Le passage dans la cellule, quant a lui, fait perdre entre 10% et 35% de I’énergie (suivant
les mesures), pour des concentrations allant de 0,5 & 4 g/L. Pour calculer la puissance moyenne
par impulsion F;, il faut mesurer la largeur temporelle de I'impulsion : une autocorrélation donne,
apres déconvolution, 7; = 120 fs. La taille de I'impulsion est nécessaire pour calculer I'intensité

moyenne /;>. Un diaphragme D, situé juste avant les deux bras, coupe une partie de I'impulsion :

P11 s’agit ici d’une moyenne spatiale et temporelle.



ITI. Filaments lasants 48

Do

A .
/j/;w\

lentille de focalisation
f’=1m

50cm 13,5¢cm 36,5cm

Fic. 1II.5 — Géométrie au voisinage de la cellule. Pour A = 810nm, et avec un faisceau
gaussien (ce qui est loin d’étre le cas), on aurait un “waist” wg ~ 90 um, et une longueur de Rayleigh

Lr ~3cm.

c’est donc lui qui définit la taille de 'impulsion avant la lentille. On constate expérimentalement
que ce diaphragme améliore aussi le profil spatial du faisceau, bien qu’il ne soit pas dans le plan
de Fourier. Le diaphragme D (situé 50 cm en amont du point focal de la lentille) détermine la

taille caractéristique du faisceau a Uentrée de la cellule D) (située 36,5 cm du point focal de la

lentille, voir figure I11.5) : D = 35665;:1 D,. Les mesures sont récapitulées dans la table II1.1.

Dy =6,8mm | Dy =1,1mm | D) =0,8mm

Avant la Avant la
lentille cellule
Energie F; 1,5mdJ 0,34mJ
Puissance P; 1,25.100° W 2,8.10°W
Intensité I; | 3,4.10° W.em=2 | 5,6.10" W.cm =2

TAB. III.1 — Caractéristiques des impulsions utilisées. Notons que le profil spatial des
impulsions est trés perturbé (voir paragraphe 3.2), du fait du mode du laser. Ces grandeurs moyennes

donnent donc un ordre de grandeur, les valeurs pics étant plus importantes.

3.2 Profil du faisceau

Lorsque 'on modifie 'ouverture du diaphragme D,, la figure obtenue en champ lointain
change fortement. Afin d’analyser 'influence du profil spatial de 'impulsion d’entrée, nous ’avons

enregistré avec le dispositif d’imagerie présenté figure II1.6. Nous nous sommes mis dans les
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configurations suivantes : pas de diaphragme, diaphragmes circulaires de différents diametres,

fentes de différentes largeurs ou cheveux qui jouent le role d’objets diffractants.

Lentille de
projection
f'=10cm
Caméra CCD
1 —
I v —
‘ | \ Densité
neutre
Do ~ ND5

FiG. 111.6 — Mesure du profil spatial au niveau de D,. A gauche, dispositif expérimental.
A droite, une image obtenue diaphragme fermé. En supposant 4% de réflexion sur les prismes, il faut

atténuer le faisceau de 7 a 8 ordres de grandeur pour ne pas saturer la caméra.

3.3 Champ en sortie de cellule

Nous enregistrons le champ en sortie de cellule afin de visualiser les filaments créés. Du fait
des énergies en jeu, nous avons dii ajouter des filtres de densité neutre ND ~ 3.5 devant la
, R o . \ \- . .
caméra, ainsi qu'un filtre de densité supérieure a 6 pour 'infra-rouge. Suivant la concentration
de coumarine, ce sont les longueurs d’onde infra-rouge ou/et verte (i.e. la fluorescence) qui sont
enregistrées et comparées au champ a 'entrée. Les prismes de la figure I11.6 sont en effet montés

sur des platines de translation de facon a passer facilement d’une situation a l'autre.

Lentille de
projection
"'~ 10¢
Cellule f Ocm Caméra CCD
Do Densité neutre
~ ND 3.5

et BG40 : ND>6 pour
Iinfra-rouge

Fic. II1.7 — Mesure du profil d’intensité en sortie de cellule.

4 Simulation de la propagation

Afin de mieux comprendre la propagation dans la cellule, des simulations ont été réalisées

par I'équipe de Luc Bergé au CEA de Bruyeres-le-Chatel. Je ne présente ici que les principaux
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résultats et caractéristiques des simulations pour les comparer avec nos expériences. Pour plus

de détails sur la partie simulation, je renvoie a la these d’Antoine Vingotte [81].

4.1 Le modele utilisé

La propagation de 'impulsion dans la cellule a été modélisée par I’équation de Schrodinger

non-linéaire (II1.2), couplée avec le modele de Drude (II1.3) pour la densité électronique.

ou

de

= — i k —(=
P 2kV TE—i 8t8+z ono|E|FE (2 +22n0pcrit)p65
5( 2K 2 Sgi 2n—2
—IEFTTTE = 52 pans| €T, (IL.2)
Oipe = o—Kpm\5| |$|2 Pe (I11.3)

U T

E(x,y, z,t) est I'enveloppe de I'impulsion ;
ViE=85+55
k = ngko avec k:o = ?\—g et A\g = 810nm. L’indice de réfraction linéaire de I’éthanol est
ng=1,36;
k" =~ 403 fs?.cm™! [82] est la dispersion de vitesse de groupe dans I’éthanol;
ng = 2.6 x 10719 cm2. W1 [83] est I'indice non-linéaire de 1’éthanol pur;

= 1.22 x 107" em? est la section efficace pour le Bremstrahlung inverse, et dépend
notamment de la fréquence de collisions électrons-ions et de la fréquence du laser;
Perie = 1.7 x 10*1 em™3 est la densité critique de plasma, p,; = 1.03 x 1022 cm ™3 est la
densité de molécules neutres ;
BE=0) = 853 x 1079 em? /W5 et ox—g = 5.63 x 1079 s71em!? /WO sont le coefficient et la
section efficace d’absorption multiphotonique;

U; = 8.4¢eV est le potentiel d’ionisation de 1’éthanol [68, 69] ;
(n)

abs
153 [79, 80] ;

Pabs €st la densité de molécules de coumarine et dépend de la concentration. p,ps = 7.8 X

o) =6.76 x 1073 em* /W est la section efficace d’absorption & 2 photons de la coumarine

10'® em =3 pour une concentration de 4 g. L~} ;

7. = 450 ps est le temps de recombinaison électronique [84].

Dans I’équation (II1.2), le premier terme prend en compte la diffraction, le second la dispersion

vitesse de groupe; ce sont les termes linéaires. Le terme suivant, ikgns|E|*E, représente la
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ko
2n0pc7‘it

focalisation par effet Kerr. —(§ + i )pe€ est le terme de plasma, qui comprend une partie
d’absorption du champ du au Bremstrahlung inverse (accélération des électrons par le champ) et
une partie de défocalisation. Les deux derniers termes concernent 1’absorption multiphotonique :
. —@|5|2K’25 : pour I’éthanol, il faut six photons (K = 6) a 810 nm pour ioniser la molécule.

(n)

. =22 E2M72E ¢ pour la coumarine 153, Pabsorption & deux photons de 810 nm (n = 2) est

résonante.
Le modele de Drude (I11.3) est couplé avec 1’équation précédente et régit la densité électronique
pe. 1l prend en compte un terme de création par absorption multiphotonique de ’éthanol, un

terme d’avalanche et un terme de recombinaison électronique.

4.2 Impulsion incidente

Pour se rapprocher du dispositif expérimental, la taille du faisceau incident est millimétrique,
et son intensité pic de 'ordre de 4 x 10 W.cm™2. On modélise la configuration ”diaphragme D,

ouvert” par une impulsion gaussienne, perturbée par 15% de bruit® :

2P _z2+y2_t2
E(x,y,t,z=0) = m;; X (1+0.15 x bruit) x e “6 %, (I11.4)
0

avec t, = 102 fs (soit une largeur a mi-hauteur de 120 fs), wy = 1 mm et Py, ~ 6.3 GW.

Pour le cas ou 'on ferme le diaphragme, un profil super-gaussien est utilisé :

ZLPin _ 12+2y2 N_t2
E(x,y,t,z=0) = il X (14 0.15 x bruit) x e R %, (I1L.5)

I'(1+ 3)mwd

avec I'(z) la fonction d’Euler, wy = 0.5mm, t, = 102 fs et P, ~ 2.8 GW et N = 10. Le cas de

la fente est modélisé par une supergaussienne asymétrique : N = 1 suivant y et N = 10 suivant z.

Les effets non-linéaires amplifient, par instabilité modulationnelle, les fluctuations qui aident
au déclenchement de la filamentation ; ’ajout de bruit sur le profil initial est donc important

pour modéliser ces phénomenes.

4.3 Choix du n»

Les premiéres simulations ne traduisaient pas la réalité expérimentale de filamentation (voir
figures II1.8), car la coumarine, en absorbant fortement ’énergie, empéche la création des fila-

ments. De fagon plus détaillée, 'augmentation de 1’énergie que 1'on observe a partir de 4mm

°On appelle “bruit”, un bruit blanc aléatoire compris entre 0 et 1.
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de propagation, est due a la focalisation par effet Kerr, focalisation qui n’est ici pas suffisante
pour induire la création de filaments. Afin de rendre compte des résultats expérimentaux, on
doit modifier la valeur du ns pour prendre en compte 'effet de la coumarine. Différentes études,
que ce soit avec un colorant dans 'eau [85] ou avec des guides d’onde [86], montrent qu’avec
un colorant, cette valeur peut augmenter significativement. De fagon beaucoup plus générale,
He et Liu [87] indiquent que proche d’une résonance (transitions a un photon, deux photons,
Raman, etc...), 'indice non-linéaire peut étre augmenté significativement ; le x® de la coumarine
contribue a l'indice non-linéaire du milieu. En 'absence de mesure précise, nous avons multiplié
la valeur dans 'éthanol pur, ny = 2.6 x 1071 cm. W= [83], un facteur 10, soit ny = 2.6 x 1071
cm? /W.
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Fic. 111.8 — Résultats des simulations avec le n, de I’éthanol pur. L’intensité maximale

(a) et I’énergie de I'impulsion normalisée sont tracées en fonction de la distance z de propagation dans

la cellule. Le profil 3D de I'intensité (c) en sortie de cellule, comme la coupe transverse (d) de ce profil

en zoomant sur un bord, ne montrent pas de filamentation, contrairement aux expériences.

Une étude comparable, réalisée par les équipes de Chin et de Kandidov [88], concerne la
propagation d’impulsions femtosecondes tres courtes (38 fs), dans une solution tres diluée de

colorant dans du méthanol. Ce colorant, la coumarine 440, donne lieu a une absorption de 3
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photons a 810 nm, 'absorption a 2 photons étant négligeable. Dans cette étude, Liu et al.
ont pu évaluer le ny du milieu en mesurant la puissance critique de création des filaments,
P...; = 8MW . L’apparition des filaments coincide avec 'apparition de lumiere blanche que ’on
peut observer expérimentalement. Ils trouvent, avec une concentration de colorant inférieure a
la notre, est ny ~ 10719 em2. W1 & 38 fs dans leur milieu, valeur trés voisine de celle mesurée a
100 fs dans le méthanol pur [83]. Dans notre cas, ’absorption linéaire de la coumarine 153 rend
difficile la détection de lumiere blanche, et donc la mesure du ny, comme mentionnée ci-dessus.
Notons aussi que 1’absorption de colorant est beaucoup plus forte, d'une part car notre solution
est plus concentrée d’un facteur 5, et d’autre part car ici 'absorption est a 2 photons.

On peut aussi noter que dispersion et absorption sont liées par les relations de Kramers-
Kronig, relations de cause a effet au niveau microscopique [89]. Pour des intensités suffisamment
faibles pour ne pas avoir d’effet non-linéaire, un milieu absorbant a une dispersion de vitesse de
groupe négative, ce qui a pour effet de comprimer temporellement 'impulsion. Pour des intensités
plus élevées, les effets non-linéaires ne sont pas négligeables ; il faudrait a priori prendre en compte
les relations de Kramers-Kronig non-linéaires, particulierement compliquées. Les simulations
actuelles de filament dans un milieu avec pertes & 2 ou 3 photons [81, 83, 90] ne prennent pas en
compte ce terme. Cependant, si l'absorption de la coumarine implique une dispersion négative
et donc une compression temporelle de I'impulsion, alors les effets non-linéaires seront favorisés,

ce qui va dans le méme sens qu’une augmentation de ns.

4.4 Prise en compte des molécules de colorants excitées

Lorsque les molécules de coumarine sont excitées par le front de I'impulsion, elles ne sont
plus disponibles pour absorber la fin de I'impulsion. Cet effet n’est pas pris en compte dans
I’équation de propagation II1.2; 'absorption devrait en fait étre inférieure a celle ainsi calculée.
Apres les premieres simulations dans ces conditions, seules 25% des molécules de colorant sont
excitées apres passage de I'impulsion ; on s’attend a ce qu’une correction prenant en compte ces
effets soit faible. Pour le vérifier, I’équation II1.2 a été modifiée de la facon suivante, en ajoutant

I’équation des molécules excitées :

(n) (n)

— Ugbs pans|E[P"2E remplacé par  — —Uzbs (Pabs — Pexe)|EIP"2E (I11.6)
U(z) 2

Ot Poxc = —22(Pabs — Pexc) |ET". I11.7

e = 222 (s~ i€} (.)

Une simulation a été effectuée avec ces nouvelles équations pour prendre en compte cette
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baisse d’absorption, sans changement notable de comportement pour la propagation. Les résultats,

précédemment calculés avec les équations couplées I11.2 et II1.3, restent donc valides.

5 Propagation de ’impulsion infra-rouge seule :

expérience et simulation

5.1 Observations générales

La visualisation du champ en sortie de cellule montre des zones particulierement lumineuses,
que l'on interprete comme des filaments. En effet, différents indices forts vont dans ce sens (voir
figure I11.9) :

— Zones tres intenses en sortie de cellule : les filaments ;

— Apparition de lumiere blanche due a 'automodulation de phase dans les filaments ;
Bruit/claquage caractéristique dans la cellule d’éthanol pur, du au fait que le champ a
dépassé le champ disruptif du milieu;

— Observation, dans la cellule, de bulles qui diffusent la lumiere, signes d’un chauffage local
qui provoque I’ébullition de I’éthanol.

Dans le cas d’un milieu concentré en coumarine, ces signes sont moins évidents ; seules les

zones de forte intensité en sortie de cellule restent bien visibles mais moins intenses (I’observation
s’effectue avec un filtre gris de plus faible densité). Il faut noter que l'opacité de la solution

empeche de visualiser d’éventuelles bulles ou lumiere blanche.

Fic. II1.9 — Filamentation avec et sans coumarine. A gauche, la myriade de filaments enre-
gistrés a la sortie d’une cellule d’éthanol pur (densité neutre ND 4.7 devant la caméra) ; a droite dans

le cas d’une cellule de coumarine concentrée (densité ND 3) - a différentes échelles.

5.2 Etude avec un diaphragme circulaire
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éthanol pur : comparaison diaphragmes ouvert et fermé

La figure II1.10 montre 'image des filaments en sortie d'une cellule d’éthanol pur avec dia-
phragme ouvert, en comparaison avec la simulation pour la propagation d'un faisceau gaussien.
Un parametre important est la mesure du diametre des filaments, ® ~ 8 —10 um, que ’'on mesure
en sortie de cellule. La simulation et les mesures réalisées par le groupe de Chin dans l'eau [91]
donnent un diametre comparable. Lorsque 'on ferme le diaphragme, figure I11.11, le diametre
des filaments reste semblable. Par contre, bien que I'impulsion incidente soit moins intense car
coupée par le diaphragme, on observe plus de filaments en sortie de cellule, et la lumiere blanche

créée par automodulation de phase est plus intense.

0 02 0.4
X [mm]

Fic. 1I1.10 — Filaments en sortie de cellule d’éthanol pur : diaphragme ouvert.

Expérience et simulation, lorsque le diaphragme est grand ouvert, modélisé par un faisceau gaussien en

entrée.

Fic. 1I1.11 — Filaments en sortie de cellule d’éthanol pur : diaphragme fermé.
Expérience et simulation, lorsque le diaphragme est fermé, modélisé par un faisceau supergaussien
en entrée. Dans 'expérience, seule une partie du faisceau est coupée par le diaphragme, ce qui explique

qu’il n’y ait pas de symétrie visible.
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On remarque, figure III.11, un systeme d’anneaux qui provient des bords francs du dia-
phragme. Ces bords francs créent des anneaux de diffraction, c’est-a-dire des gradients locaux
du champ, qui seront amplifiés par effet Kerr; les processus de filamentation apparaissent prin-
cipalement dans les zones de forts gradients d’intensité [92]. Ces anneaux se brisent ensuite en
taches lumineuses par instabilité modulationnelle azimutale. Cela donne naissance a de nombreux

filaments qui se développent vers le centre au cours de la propagation.

5.3 Etude en fonction de la concentration de coumarine

Coumarine concentrée contre éthanol pur

Fi1G. 1I1.12 — Intensité mesurée en sortie de cellule, (a) éthanol pur comparé a

(b)coumarine. La concentration de la coumarine est de 4 g/L, et le diaphragme Dy est fermé.

La figure I11.12 montre que 'ajout d’une forte concentration de coumarine, par absorption a
2 photons de I’énergie incidente, détruit la plupart des filaments. Leur diametre caractéristique,
toujours de quelques microns, se trouve élargi : on passe de 8—10 um dans le cas de ’éthanol pur,
a 15 — 20 um avec la coumarine concentrée. On peut expliquer cela par le fait que ’absorption
non-linéaire de la coumarine stoppe I'effondrement du faisceau a des intensités inférieures a celle
atteinte dans I’éthanol pur.

On note de plus une organisation des filaments en une sorte de réseau, avec une distance entre
filaments de 'ordre de 50 — 100 um. L’existence d'une distance caractéristique entre filaments
a déja été rencontrée dans d’autres études. Cyril Cambournac, durant sa these, a observé des
filaments équidistants (de l'ordre de 100 um), avec une géométrie a une dimension, dans une
solution de C'Sy [93, 94]. Cette équidistance est rendue possible par l'existence d’interactions

entre les filaments, comme attraction, la fusion ou la répulsion [71]. On peut interpréter ce



5. Propagation : expérience et simulation 57

méme résultat avec le point de vue suivant : chaque filament, parfois dénommé “pilier optique”,
a besoin d’un bain de photons pour s’alimenter, phénomene responsable d’une distance minimum

entre filaments [95].

F1G. I11.13 — Simulation de I’intensité en sortie de cellule : (a) éthanol pur comparé
a (b) coumarine. Simulation de I'intensité en sortie de cellule aprés propagation d’un faisceau

super-gaussien. Pour comparer a la figure I11.12, la concentration de la coumarine est 4 g/L.

La modélisation de la propagation par une impulsion supergaussienne dans une cellule d’éthanol,
puis de coumarine concentrée, est présentée figure I11.13. On retrouve les principaux faits expérimentaux,
a savoir que le nombre de filaments diminue, diminution directement due a ’absorption non-
linéaire de la coumarine qui empéche la filamentation pour de “faibles” intensités. Le diametre
caractéristique des filaments est compatible dans les deux configurations, et la distance inter-

filaments aussi.

Etude en fonction de la concentration

Quand la concentration en coumarine diminue, 'intensité et le nombre de filaments aug-
mentent. Les filaments sont positionnés au méme endroit, et de fagon particulierement spectacu-
laire lorsqu’on superpose les clichés. Certains filaments se “divisent” en plusieurs petits les uns

a coté des autres.

5.4 Stabilité coup par coup

Un des problemes rencontrés lors de ma these a été la mauvaise stabilité temporelle du laser,

due, entre autres, au systeme 20 Hz pompé par flash?. Or malgré cette instabilité temporelle de

di.e. les amplificateurs régénératif et papillon sont pompés par un laser Yag lui-méme pompé par lampes flash,

installation beaucoup moins stable qu'un systeme kHz pompé par diode.
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Fic. I11.14 — Etude en fonction de la concentration. De gauche a droite : concentrations de
2,8¢9/L,1,3g/L et 0,7 g/L. Afin de faciliter la comparaison, la méme densité a été utilisée pour chaque

enregistrement. L’image de droite est donc saturée. La grille est ajoutée pour plus de lisibilité.

la source, la position des filaments reste tres stable, comme on peut le voir sur la figure I11.15. Ce
qui change d’une impulsion a 'autre, c¢’est I’énergie des filaments, voire le fait qu’ils ”s’éteignent
ou s’allument”, et non leur position. Cette propriété remarquable reste vraie sur des temps longs,
puisque la figure en champ lointain est stable lorsqu’on la moyenne sur plus de 30 secondes, soit

plus de 600 impulsions femtosecondes (voir partie 6).
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Fic. II1.15 — Stabilité coup par coup. Deux enregistrements pris a 30 secondes d’intervalle, sans
aucune moyenne. La cellule contenait de la coumarine concentrée (~ 4g/L), diaphragme fermé. Le
systeme de double anneaux dia au bord franc du diaphragme est ici bien visible. La grille est ajoutée

pour plus de lisibilité.
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5.5 Etude en fonction de la distance de propagation dans la cellule

Au sein d'un filament, 'intensité est tres importante. Dans un milieu transparent auquel
on ajoute un peu de colorant, la fluorescence proviendra donc principalement des filaments. On
accentue la visibilité des filaments si le colorant absorbe a deux ou trois photons, I'effet devenant
alors non-linéaire. Cette technique a été empruntée a la microscopie a plusieurs photons, pour
laquelle V'effet non-linéaire ne rend visibles que les zones de fortes intensités, avec un grand
contraste. Cette méthode permet ainsi de visualiser transversalement des filaments dans un

liquide transparent [67, 76, 96, 97]. Cette mesure aurait été rendue délicate par la largeur de

la cellule et par le nombre de filaments en jeu : on ne peut donc pas comparer de résultats

expérimentaux avec la simulation pour le profil longitudinal.
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FiG. 111.16 — Intensité maximale, densité électronique et énergie dans la cellule en
fonction de la distance de propagation dans la cellule. En pointillés, simulation dans

I’éthanol pur, et en trait plein, simulation dans la solution de coumarine concentrée. Il s’agit de la

propagation d’un faisceau entrant supergaussien. D’aprés A. Vingotte [81].

Les résultats des simulations (figure I11.16), montrent que dans I’éthanol pur, le faisceau
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auto-focalise jusqu’a atteindre des intensités crétes de lordre de 18 TW.cm ™2

au voisinage du
foyer non-linéaire situé a z >~ 7mm de I'entrée de la cellule. L’effondrement est stoppé par la
génération d'un plasma, dont la densité électronique atteint 10 W.em 2. On visualise ensuite
tres bien la balance entre la focalisation due a l'effet Kerr et la défocalisation du plasma, avec
une intensité maximale et une densité de plasma alors quasi-constantes. La création de plasma
engendre de faibles pertes, de I'ordre de 6%, par ionisation multiphotonique.

Dans la solution de coumarine, ’absorption a deux photons est responsable d'une perte
énergétique beaucoup plus importante (de l'ordre de 80%), et commence dés le début de la
propagation. Ce phénomene dépendant de l'intensité, la perte est plus marquée au maximum de
Iintensité, i.e. au foyer non-linéaire. Ce foyer est d’ailleurs nettement rapproché, z ~ 0,8 mm,
principalement en raison de la plus forte valeur de ny, due au fort Y de la coumarine. Ensuite,
densité de plasma et intensité laser diminuent. L’effet Kerr est ici en compétition avec deux
phénomenes non-linéaires : absorption a deux photons et création de plasma. Aucun équilibre

dynamique n’est atteint, et les “filaments” divergent a partir de ce foyer non-linéaire. Cela peut

aussi expliquer le fait que les “filaments” apparaissent plus larges en sortie de cellule.

5.6 Propagation d’un faisceau rectangulaire

Lorsqu’on remplace le diaphragme circulaire par une fente verticale, on crée deux lignes de
gradients d’intensité, qui vont étre le lieu privilégié de la filamentation. Cela s’observe tres bien
sur la simulation de la propagation d’une fente, figure I11.17. Dans ce cas, la fente est modélisée
par un faisceau supergaussien dans la direction x (1 mm de large), et gaussien dans la direction
y. Expérimentalement, on observe aussi deux lignes verticales de filaments. Par contre, celles-ci
sont séparées de 210 um, alors que dans la simulation la séparation est voisine de la largeur de
la fente d’entrée. Cela n’est pas du a la focalisation, mais au fait que 'impulsion est fortement
coupée par l'un seulement des deux bords du diaphragme (figure I11.17). Ce bord diffracte donc
I'intensité lumineuse et crée des gradients d’intensité pour chaque pic de diffraction. Dans la
théorie de Fresnel, ces pics sont séparés d’environ v Ad ~ 300 um, avec d = 11 cm. Cet ordre de
grandeur, qui ne prend pas en compte la convergence du faisceau, est bien compatible avec notre
expérience. Le phénomene de diffraction est aussi visible sur la simulation ; afin de faciliter la
comparaison, des ellipses ont été ajoutées pour faire la correspondance entre théorie et expérience.

Les gradients d’intensités linéaires ainsi créés sont responsables de la création d’un réseau
unidimensionnel de filaments. La mesure de la position des filaments donne une distance moyenne
inter-filaments de 55 um avec une dispersion des données o = 7 pum (voir tableau I11.2). Ces

résultats sont comparables a ce que 'on avait obtenu a deux dimensions, aux barres d’erreur
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Fic. 111.17 — Filaments dans une solution de coumarine. A gauche, profil du faisceau au
niveau d’une fente verticale de 0,85 mm de large, située 11 cm avant la cellule dans cette configuration.
Au centre, les filaments engendrés par ce profil d’entrée. A droite, simulation de propagation dans une

cellule d’éthanol pur, pour un faisceau supergaussien de 1 mm de large.

pres : 50 — 100 um avec un diaphragme circulaire (voir paragraphe 5.3 page 56).

Filament n° 1 2 3 4
Position en pm | 505.35549 | 457.05389 | 409.95983 | 341.13005
Distance en pum - 48.3016 47.09406 | 68.82978

Filament n° ) 6 7 8

Position en pm | 288.60206 | 234.26276 | 174.48953 | 119.54646
Distance en pm | 52.52799 94.3393 09.77323 | 54.94307

TaB. II1.2 — Position des filaments et distance entre eux, le long de la seconde ligne.

On trouve une distance moyenne de 55 um avec une dispersion des données de 7 pm.

5.7 Origine de la grande stabilité de position des filaments

Il est important d’insister sur le fait que la position des filaments est tres stable, comme on I'a
montré au paragraphe 5.4, mais que leur intensité respective varie d'une impulsion a 'autre. La
grande stabilité des figures observées en champ lointain, comme on le montrera dans la partie 6,
la rend d’autant plus remarquable. Une partie de I'explication a déja été donnée : les filaments
sont quasi-équidistants [95]. Il se forme donc un réseau de filaments qui ont une distance bien
définie entre eux. Cette explication n’est cependant pas suffisante, car elle n’interdit pas que les
filaments tournent les uns autour des autres. On a montré (au paragraphe 5.6) que la figure de
diffraction imposée par un bord d’une fente est responsable des deux lignes de filaments. Dans

le cas circulaire, c¢’est aussi la diffraction par un bord du diaphragme qui impose la position des
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filaments. On le voit bien sur la figure I11.18, ou la diffraction par les bords du diaphragme est
bien visible et engendre deux anneaux de filaments. Les autres zones intenses du faisceau ne sont
pas capables de créer des filaments visibles : soit parce que les gradients d’intensité sont trop
faibles, soit en raison d’une intensité trop faible. Dans ces deux cas, I’absorption non-linéaire de

la coumarine est trop importante et empéche la filamentation.

FiG. 1I1.18 — Mise en valeur du réle de la diffraction. Profil d’entrée et filaments en sor-
tie de cellule. La partie entourée dans le profil d’entrée correspond au maximum d’intensité. C’est

vraisemblablement la zone qui sera responsable de la création des filaments observés en sortie.

On peut d’ailleurs, en imposant des gradients d’intensité via une figure de diffraction, controler
la position des filaments. C’est ce qu’a réalisé ’équipe de Chin [76, 98] & 1’aide d’une grille, avec
comme moyen de controle un déplacement de la cellule selon ’axe de propagation, ce qui change

la figure de diffraction.

6 Filaments lasants

6.1 Dispositif expérimental

Pour cette seconde partie de I'expérience, le méme dispositif expérimental (voir paragraphe 3.1)

est utilisé, avec les modifications suivantes :

— Tout d’abord, on utilise les deux impulsions de la ligne pompe-sonde, afin de stimuler
I’émission de fluorescence par 'impulsion “dump”, dont ’énergie n’excede pas quelques
dizaines de picojoules. Afin de ne visualiser que la fluorescence (A ~ 530 nm), on coupe
I'infra-rouge par un filtre BG40 apres la cellule.

— FEnsuite, on visualise le champ lointain de cette fluorescence sur un écran situé a 2m de la
cellule (figure I11.19), que I'on photographie avec un réflex numérique, le Nikon D70, équipé

d’un objectif de focale 200 mm et situé a 96 cm de I’écran (avec une parallaxe négligeable).



6. Filaments lasants 63

Les photos sont prises avec un temps de pose proche d'une dizaine de secondes et avec une

ouverture £5.6.
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Fic. II1.19 — Dispositif expérimental et visualisation du champ lointain. On observe
en champ lointain la fluorescence émise par les molécules de coumarine, excitées par deux photons a
800nm. La figure en champ lointain est photographiée en coupant I'impulsion “dump” (Infra-rouge

seul) d’une part, et avec les deux impulsions d’autre part (Infra-rouge + Vert).

6.2 Fluorescence en champ lointain

La forte intensité des filaments permet une excitation non-linéaire efficace des molécules de
coumarine. Chaque filament constitue donc un milieu a gain au voisinage de 530 nm, maximum
de fluorescence des molécules. Lorsqu’une molécule émet un photon, par émission spontanée,
celui-ci déclenche I’émission stimulée d’autres molécules. Du fait de la présence de ces “canaux
de gain”, la fluorescence est principalement émise vers I’avant ou vers 'arriere : c¢’est le phéno-

mene d’émission spontanée amplifiée appelé ASES. Nous nous intéressons ici a ’émission vers

¢ASE : Amplified Spontaneous Emission.
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Iavant. Avec I'impulsion pompe seule, on observe une tache d’une dizaine de centimetres sur
I’écran. Lorsqu’on rajoute I'impulsion “dump”, qui stimule I’émission de fluorescence, on observe
une tache de méme taille, mais avec des modulations d’intensité qui font penser a une figure

d’interférence (voir figure I11.20).

Fia. II1.20 — Filaments et champ lointain sans, puis avec I'impulsion “dump”. L’image
du centre a été prise avec un temps de pose de 25s. Celle de droite a un temps de pose de 10 s, soit

une intégration sur 225 impulsions.

L’interfrange, distance entre deux maxima du champ, est de 11 mm. On peut comparer cette
distance a % = 13mm, ordre de grandeur du motif de diffraction de Fraunhofer que 1'on
obtient avec un objet diffractant de taille a = 83 ym a une distance D = 2m d’un écran, pour
A = 530nm. On peut aussi relier la taille caractéristique des filaments, 18 um, qui correspond a
la largeur de la tache, 60 &= 2 mm. Pour comparer, j’ai ensuite simulé la figure de diffraction des
filaments (figure I11.21). Etant donné les distances en jeu, il s’agit de la diffraction de Fraunhofer :
la “simulation” n’est donc qu’'une transformée de Fourier (TF) de la figure des filaments. Cette
figure est cependant un peu saturée et ’on observe une réflexion qui élargit la tache du filament
principal. Il s’agit d’un artefact de ’expérience et j’ai donc du gommer ces pixels. La figure I11.21

présente ces résultats; on remarque un excellent accord entre la figure d’interférence en champ

lointain et la TF des filaments.

Il faut ajouter que I'image des filaments ne correspond qu’a une impulsion laser, alors que la
figure d’interférence est une moyenne sur plus de 200 impulsions. Cela prouve une tres grande
stabilité de la position des filaments. Dans certains cas, quelques filaments s’éteignent (voir

partie 5), ce qui se traduit par une baisse du contraste de la figure d’interférence.
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Fic. 1I1.21 — Configuration compléte : Filaments en sortie de cellule, champ loin-
tain et TF des filaments. La figure des filaments (a) a été retournée pour prendre en compte le
grandissement du montage. Le reflet parasite a été gommé pour effectuer la TF (d). On remarque un
excellent accord entre théorie et expérience. La luminosité des figures en champ lointain (b) et (c) a été

rehaussée.

6.3 Diaphragme rectangulaire en entrée de cellule : fente source

La configuration décrite dans le paragraphe 5.6, lorsque le faisceau est légerement focalisé
sur I'un des bords d’une fente, donne en champ lointain une figure d’interférence présentée
figure II1.22. On reconnait la figure obtenue avec deux fentes d’Young. La taille caractéristique
de la figure en champ lointain (50 mm) correspond bien, par diffraction, a la taille d’'un filament
(20 pm). De méme, U'interfrange de 5mm sur la figure d’interférence, correspond a la distance
de 210 um entre les deux lignes de filaments. Par contre, il n’y a pas de rapport direct entre la
largeur de la fente utilisée en amont de la cellule, 850 um, et la distance entre les deux lignes de
filaments. Ces dernieres sont en effet dues, comme pour la figure II1.17, a la diffraction par le

bord de la fente sur lequel est focalisée I'impulsion.

D’autres expériences, non présentées ici, montrent qu’en fermant la fente, on trouve une
interfrange plus petite, contrairement aux lois de la diffraction. Cela s’explique par le fait que
lorsque la fente diaphragme completement le faisceau, et qu’aucun des deux bords n’est alors
privilégié : les deux plus forts gradients d’intensité correspondent a chacun des deux bords de
la fente, et non plus aux premiers maxima de la diffraction par 'un des bords de la fente; la

distance est alors plus importante qu’avec 'interfrange de la diffraction par un bord.
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Fic. 111.22 — Profil spatial, filaments et champ lointain. La figure d’interférence est celle

que I'on obtiendrait avec deux fentes d’Young.

6.4 Cohérence des filaments

De nombreuses études ont montré la cohérence de la lumiere blanche créée dans plusieurs
filaments (couple de filaments, réseau a une ou deux dimensions), en les faisant interférer [77,
99, 100]. Ce n’est pas notre cas ici car la lumiere blanche due au filament seul n’est pas observée,
elle est absorbée. Dans notre étude, on montre que la phase de la fluorescence émise par chaque
filament est aléatoire lorsque I'impulsion “pompe” seule est émise : la figure en champ lointain n’a
pas d’interférence. Cela s’explique par le processus d’émission, qui commence par une émission
spontanée (donc de phase aléatoire), ensuite amplifiée. Lorsque I'on rajoute I'impulsion “dump”,
on impose sa phase par émission stimulée ; on observe alors une figure d’interférence en champ
lointain. Cela prouve d’ailleurs la cohérence spatiale de I'impulsion “dump”, qui provient du
continuum créé dans la lame de saphir. La cohérence spatiale d'un continuum de lumiere blanche
avait déja été mise en évidence, notamment par M. Bellini et TW Héansch [101], en regardant

directement la figure d’interférence entre deux sources de continuum.

7 Conclusions du chapitre

Lors de cette étude sur la propagation de filaments dans un milieu fortement absorbant, nous
avons pu mettre en évidence que seuls quelques filaments survivent. En excitant efficacement les
molécules de coumarine, un milieu a gain est créé dans ces zones tres intenses. Nous observons
la fluorescence en champ lointain. Lorsque l'on rajoute une impulsion “dump”, spatialement
cohérente et dont la longueur d’onde est accordée a I’émission du colorant, on stimule I’émission
au sein de chaque filament avec une phase constante; ce qui a pour conséquence l'apparition

d’'une figure d’interférence. Cette figure, observée en champ lointain, est ainsi la transformée
) )
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de Fourier de I'image des filaments, enregistrée en sortie de cellule. Sans cette impulsion, la
fluorescence démarre aléatoirement dans chaque filament, ce qui brouille la figure d’interférence.

Nous avons remarqué une grande stabilité sur la position des filaments et donc des figures
observées en champ lointain. Les deux ingrédients physiques indispensables sont : équidistance
des filaments, et gradients d’intensité imposés par la figure de diffraction créée par le diaphragme

en entrée.






Chapitre IV

Spectroscopie de molécules biologiques

en phase gazeuse

1 Introduction

Dans le chapitre II, nous avons étudié les propriétés photo-physiques du tryptophane et
des flavines en phase liquide, et distingué optiquement les flavines par controle cohérent. Afin de
mieux comprendre la photo-physique des flavines, I’étude en phase gazeuse présente I’avantage de
s’affranchir des effets du solvant et permet ainsi une comparaison plus aisée avec les simulations,

dont les calculs pour de si grosses molécules nécessitent déja des simplifications.

1.1 Fragmentation de biomolécules en phase gazeuse

Spectroscopie de masse

En 1985, la premiere étude spectroscopique en phase gazeuse de molécules biologiques a
été réalisée, sur un jet de tryptophane, par le groupe de Levy [102]. Depuis, les nombreuses
études spectroscopiques qui ont été réalisées sur des jets refroidis de biomolécules ont apporté
de précieuses informations sur leur structure [103, 104]. Les difficultés a créer un jet refroidi de
grosses molécules ont cependant restreint ce type d’étude aux petits systemes. Le développement
de sources électrospray et de trappes d’ions (c’est-a-dire de pieges électriques multipolaires),
comme le “piege de Paul”, ont ouvert la voie a I’étude de systemes plus complexes. En effet, a
I’aide de champs électriques qui permettent de piéger les ions pendant des temps qui peuvent
dépasser la seconde, il est bien plus facile de manipuler des ions que des molécules neutres. Ces

avantages ont fait le succes de ce type de systeme, maintenant proposé commercialement, comme

69
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le LCQ-DUO de Thermo-Finnigan. La chimie analytique utilise a profit la spectroscopie de masse
pour l'identification des peptides issus de la dissociation des protéines. Une centaine d’articles a
ainsi été publiée sur le sujet pour les applications pharmacologiques [105], par exemple pour la

caractérisation de drogues [106].

Photofragmentation

La plupart de ces études présente des spectres de masse issus de la fragmentation de molécules
par des collisions qui entrainent la cassure des liaisons les plus faibles. La distribution d’énergie
apportée aux ions par ces collisions inélastiques est tres large. Au contraire, une excitation
résonante par laser apporte une énergie bien déterminée par la longueur d’onde des photons :
c’est un atout indéniable dans la compréhension et le calcul des phénomenes de dissociation
[107]. De surcroit, il est possible de photodissocier sélectivement les biomolécules [108] afin de
choisir certains fragments. Des études s’attachent aussi a la photodissociation de conformation

particuliere de molécules [109].

1.2 Dynamique et cohérence en phase gazeuse

Les chromophores biologiques fortement absorbants, comme le tryptophane et les flavines,
présentent des fragmentations en phase liquide lorsqu’ils sont éclairés : ils sont dits photo-
sensibles. La photo-dégradation de la riboflavine ou vitamine B2 pose d’ailleurs de nombreux
problemes, que ce soit en contribuant a l'effet photo-toxique du rayonnement UV sur les cellules
[110], ou encore a la dégradation de la biere* ou du lait de soja [111, 112]. Ces problemes ont initié
de nombreux travaux fondamentaux sur la fragmentation de ces molécules, principalement en
phase liquide [113-115]. Mais la compréhension des effets observés est tres difficile, en raison de
la grosseur des molécules mais aussi des interactions avec le solvant. Etudier expérimentalement
la photofragmentation en phase gazeuse permet donc de confronter plus facilement les mesures
a d’éventuelles simulations ou calculs quantiques; en s’affranchissant des interactions avec le
solvant, la puissance de calcul requises pour les simulations est en effet inférieure. Enfin, les pro-
duits de fragmentation sont moins variés, puisque seules des réactions intramoléculaires peuvent
se produire.

La diminution de la décohérence en phase gazeuse, par rapport au liquide, constitue un
autre bienfait de I'absence d’interaction avec le solvant. C’est de bon augure pour observer la

dynamique moléculaire apres une premiere excitation, voire pour faire du controle cohérent sur

2La biere contient quelques centaines de ppb de riboflavine.
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la fragmentation de biomolécules [65]. Plusieurs expériences ont ainsi mesuré les dynamiques
de fragmentation de biomolécules, comme le tryptophane ou la tryptamine, dans des jets io-
niques [116, 117]. En outre, Levis et al. ont démontré expérimentalement la possibilité de briser
sélectivement certaines liaisons a 'aide de champs électriques intenses fournis par des impulsions
femtosecondes fagonnées [41, 42]. Dans ces derniéres expériences, ces champs excitent de fagon

non-linéaire les molécules, tout en perturbant leurs niveaux électroniques par effet Stark.

1.3 Implication personnelle

La motivation de notre étude consistait précisément dans le controle cohérent de la fragmen-
tation des biomolécules, en s’affranchissant de la décohérence liée au solvant comme dans les
expériences évoquées précédemment (chapitre IT). Une premiere étape s’est donc attachée a re-
produire les expériences de dynamique de la fragmentation du tryptophane ionisé, Trp-HT, déja
réalisées sur des jets ioniques [117], mais en piégeant les ions dans une trappe. Cette expérience
a été planifiée, en collaboration avec 1'équipe “Dipole Electrique, Biomolécules et Agrégat”
(DEBA) du LASIM, avant mon arrivée; j’ai participé a sa réalisation et au dépouillement des
données.

J’ai ensuite obtenu, avec Thibault Tabarin, des résultats préliminaires intéressants sur la
photodissociation des flavines en régime nanoseconde. Ces résultats encourageants ont inau-
guré une campagne de mesures en femtoseconde, sur laquelle ont notamment travaillé Benoit
Thuillier, Thibault Tabarin, Véronique Boutou et moi-méme. D’un point de vue expérimental,

Iinterprétation des résultats a été discutée de facon collégiale entre les membres des deux équipes.

2 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est constitué de deux parties principales : d'une part la trappe
optique apportée par I'équipe DEBA, d’autre part le laser femtoseconde et sa ligne pompe-
sonde, toutes deux apportées par notre équipe. Je ne décrirai que partiellement la trappe; pour

plus de détails, je renvoie aux travaux de Talbot et al. [118].

2.1 Trappe optique

La trappe optique que nous avons utilisée est un dispositif commercial LCQ-DUO de Thermo-
Finnigan, adaptée pour permettre une excitation par laser. La figure IV.1 schématise ce piege
électrique quadripolaire particulier. On remarque la présence d'un second laser (coupé pen-

dant Pacquisition) qui permet d’aligner correctement le faisceau incident dans la trappe. Un
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alignement fin du faisceau sur le nuage d’ions est ensuite effectué en optimisant le taux de

fragmentation.

Laser r------ ~ ek

—1— d'alignement

T )

§,

Source — [ %

Y

Fic. IV.1 - Trappe optique. Le laser est focalisé avant le centre de la trappe, pour illuminer au

mieux le nuage d’ions.

L’ionisation des biomolécules, préalablement dissoutes dans une solution acide pour faciliter
la protonation, s’effectue a I’aide d’une source a électrospray (ESI) dont I'invention a valu le prix
Nobel de Chimie & John Fenn en 2002 [119]. Les ions créés sont guidés par des octapoles jusqu’a
un piege quadripolaire, a 1’aide de potentiels électrostatiques bien controlés. De plus, on peut
isoler les ions qui ont une masse bien déterminée (ou plus exactement un rapport masse sur charge
bien déterminé). Dans le piege, les ions peuvent étre accélérés pour subir des collisions avec les
molécules d’hélium environnantes, qui entrainent leur fragmentation : on parle de dissociation
induite par collision (CID). Ils peuvent aussi subir une dissociation induite par laser (LID).
En ajustant ensuite progressivement les tensions des poles, on peut éjecter successivement les
fragments ioniques de masse croissante, puis les détecter [120]. On obtient alors un spectre de
masse, qui montre le nombre de fragments ioniques en fonction de leur masse divisée par leur

charge (m/z).

2.2 Dispositif pompe-sonde

Le dispositif expérimental pompe-sonde est similaire a celui de I'excitation des flavines ou

du tryptophane en phase liquide présenté au chapitre II. Les ions flavines (respectivement tryp-
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tophanes) sont excités par une impulsion a 405 nm (respectivement a 270 nm) suivie d’une
impulsion a 810 nm. Ces deux impulsions sont alignées avec soin et focalisées par une lentille de
50 cm de focale au niveau du nuage d’ions. Un obturateur, commandé par le logiciel du spec-
trometre de masse, permet d’éclairer le nuage d’ions avec le faisceau laser pendant un temps bien
controlé, avant d’analyser les fragments. Nous avons choisi d’illuminer le paquet d’ions flavines
pendant 50 ms (i.e. une impulsion laser), afin de s’assurer que chaque ion ne soit irradié que par
une seule impulsion, tout en constatant que les résultats ne changent pas qualitativement pour
une illumination plus longue (jusqu’a une seconde)®. La photofragmentation du tryptophane
étant beaucoup plus faible que celle des flavines, nous avons illuminé le paquet d’ions Trp-H*
pendant plus d’une seconde.

Les expériences ont aussi été réalisées avec un laser nanoseconde par 1’équipe DEBA, en

utilisant le méme principe expérimental, mais avec une excitation a une seule impulsion.

Trappe
optique

synchronisation

Fic. IV.2 — Dispositif pompe-sonde pour la dissociation des flavines. Pour le trypto-
phane, un cristal tripleur est ajouté de facon a exciter a 270 nm, et non a 405 nm comme pour les

flavines.

3 Photodissociation du tryptophane

3.1 Fragmentation avec une seule impulsion

La fragmentation en phase gazeuse des peptides présente un intérét accru depuis les développements
d’algorithmes qui utilisent les bases de données d’ADN et de protéines pour identifier les protéines
[121]. Comprendre la fragmentation des acides aminés, briques élémentaires des peptides et des

protéines, permet de mieux appréhender la dissociation des plus grosses molécules.

bCette constatation prouve que peu d’ions sont excités par impulsion, ou que les ions excités n’absorbent pas

a la méme longueur d’onde.
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Le spectre de masse du tryptophane (figure IV.3), moyenné sur 100 acquisitions, a été ef-
fectué en irradiant les ions pendant 2 secondes par des impulsions femtosecondes a 270 nm, de
30 uJ d’énergie par impulsion. 270 nm correspond a la premiere bande d’absorption du trypto-
phane neutre, mais Nolting et al. [122] ont montré que la protonation change peu les propriétés
électroniques de la molécule pour les premiers niveaux excités. Pour comparaison, je présente
aussi le spectre de masse, effectué par Talbot et al. [118], avec des impulsions nanosecondes irra-
diant les ions pendant une seconde, avec le méme taux de répétition de 20 H z, la méme longueur
d’onde, et une énergie par impulsion de 'ordre de 100 /. Il n’y a pas de différence qualita-
tive avec les spectres effectués apres une excitation nanoseconde : les fragments m/z=146, 144,
188 et 159 sont les principaux fragments. On constate cependant une fragmentation bien plus

importante dans ’expérience réalisée en régime nanoseconde.

Nous n’observons pas, comme Weinkauf et al. [123], de voies de fragmentation différentes
entre les régimes femtosecondes et nanosecondes, notre excitation étant a un photon a 270 nm

et non multiphotonique.

Les schémas de la figure IV.4, proposés par FEl Aribi et al. [124], présentent la structure
probable des fragments. Le mécanisme qui donne lieu a la fragmentation consiste d’abord en une
répartition interne de I’énergie absorbée, puis en une coupure de certaines liaisons qui se traduit
par une perte de fragments, comme —/N Hj3 pour obtenir la masse 188. L’interprétation donnée
fait intervenir soit des transferts d’électrons représentés a l'aide de schémas réactionnels [124],
soit des croisements vers des orbitales non-liantes représentées a 1’aide de courbes de potentiels
(121, 125].

La perte d’hydrogene, qui donne lieu au fragment Trp™, de masse 204, est spécifique de la
LID¢ [121]. A Taide d’une excitation nanoseconde et de la méme trappe optique que nous avons
utilisée, ce photo-fragment est bien détecté [118]. Par contre, dans nos conditions expérimentales,
ce fragment important n’est pas visible (figure IV.5), en raison d’une trop faible fragmentation

et d'un pic parent (m/z=205) large.

3.2 Dynamique de photodissociation

Nous avons aussi cherché a observer la dynamique de fragmentation a ’aide d’une seconde
impulsion, infrarouge, que l'on peut décaler temporellement par rapport a la premiere. Les

premieres expériences de ce type, dans le groupe de Jouvet, ont montré une dynamique de frag-

°LID : Dissociation Induite par Laser
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Fic. IV.3 — Photofragmentation du tryptophane avec des impulsions femtosecondes
(4 gauche) et nanosecondes (a droite). Le pic marqué d’un astérisque provient de la colle qui
fixe les fenétres de la trappe optique; ce n’est donc pas un fragment du tryptophane. La deuxiéme

figure provient de Talbot et al. [118].

HN' H __OH’ CHg
OH / OH
N > 2 \ // \
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H H N

H

I

/z=205 _ — m/z=188
miz miz= 146 m/z=144 miz= 159 m/z=130

Fi1G. 1V.4 - Tryptophane protoné et principaux fragments induits par laser. L’intensité

de 100% est donnée pour le pic parent, m/z=205.

mentation avec une variation de l'intensité du fragment m/z=130¢, sur des échelles de 'ordre

dLe fragment m/z=204 (perte de H) se fragmente & nouveau pour former m/z=130; ce dernier étant plus

facile a observer, il est un "traceur” de la perte de H.
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Fia. IV.5 — Fragments 204 et 205. La perte d’hydrogéne n’est pas visible avec nos conditions

expérimentales. Ce schéma met 'accent sur la largeur du pic parent m/z=205.

de la picoseconde (figure IV.6) [117]. De plus, lorsque leur seconde impulsion arrive suffisam-
ment longtemps apres la premiere, 'intensité du pic reste constante mais est supérieure a la
fragmentation due a I'impulsion UV seule® : cela s’explique par le surplus d’énergie apportée par
la seconde impulsion dans le systeme. Ces premieres expériences, pionnieres dans le domaine de
la dynamique femtoseconde, ont été récemment reproduites par le groupe de Weinkauf, non plus
sur un jet ionique, mais sur des ions piégés en trappe, ici des dipeptides (Tryptophane-Leucine),
avec un piege de Paul similaire au notre [126]. Néanmoins, dans nos expériences, nous n’avons
pas observé de dynamique particuliere, ni méme d’effet de la seconde impulsion : les expériences
étaient trop peu reproductibles pour voir une variation de l'intensité des fragments lorsqu’on

ajoutait la seconde impulsion.

3.3 Conclusions de ’expérience

La plus grosse difficulté rencontrée lors de cette expérience est le tres faible taux de fragmen-
tation (fragmentation inférieure a 0.5%), ce que 'on voit déja en comparant nos résultats avec
ceux obtenus dans des conditions voisines en régime nanoseconde (fragmentation de l'ordre de
5%). La différence d’énergie étant du méme ordre de grandeur dans les deux expériences, 100 p.J

en nanoseconde et 30 puJ en femtoseconde, on peut supposer que le couplage du laser avec le pa-

¢L’impulsion infrarouge seule n’est pas assez intense pour provoquer la dissociation de Trp-H™ ; l'infrarouge

qui arrive avant 'impulsion pompe est donc équivalent a une excitation UV seule.
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F1G. IV.6 — Intensité du fragment m/z=130 en fonction du délai entre les 2 impul-

sions. D’apreés Kang et al. [117].

quet d’ions est moins bon en régime femtoseconde ; le mode spatial de notre laser femtoseconde,
loin d’étre gaussien, expliquerait ce mauvais couplage.

Comparons nos résultats avec ceux de 1’équipe de Jouvet, a Paris, qui observent une dyna-
mique de fragmentation. La premiere différence concerne le nombre d’ions irradiés par le laser,
qui est plus important dans 1’équipe parisienne grace a I'utilisation de paquets d’ions’. Un second
inconvénient de nos conditions expérimentales provient de la difficulté de moyenner beaucoup,
en raison du faible taux de répétition de notre laser, 20 Hz - cet inconvénient est absent des
expériences du groupe de Weinkauf, leur laser a un taux de répétition de 1 kHz [126]. Le ta-
bleau IV.1 récapitule les différences entre les deux expériences.

Face au faible taux de fragmentation, nous avons effectué des calculs d’ordre de grandeur sur
le nombre N, d’ions, qui absorbent un photon par impulsion. Dans 'eau, la section efficace
d’absorption & un photon & 292 nm est o = 1,0.1072'm? [24], valeur d’absorption que I'on garde
a 270 nm pour Trp-H™ en phase gazeuse afin de faire un calcul d’ordre de grandeur. Le nombre

d’ions qui absorbent une impulsion d’énergie Ej,,, = 30 uJ est :

fL utilisation d’une trappe d’ions présente cependant d’autres avantages que l'on aurait pu exploiter si 'on
avait observé une dynamique, comme la possibilité d’isoler des fragments afin de leur faire subir une seconde

dissociation.
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LASIM | Jouvet et al.
Nombres d’ions ~ 600 | 100 fois plus

Taux de répétition 20 Hz | 50 fois plus

Energie par impulsion UV | 30 uJ 3 fois plus

TAB. IV.1 - Comparaison des caractéristiques expérimentales [118, 121]. Il manquait
globalement 4 ordres de grandeur afin d’avoir assez de fragmentation pour espérer voir la dynamique

de fragmentation.

FimpA 1
—0
h.ec S

avec N;ons le nombre d’ions dans la trappe, S ~ 1mm? la surface caractéristique du piege que

Nabs = Nions ~ 07 04 Nions (IVl)

I’on suppose égale a la section du faisceau au niveau du nuage d’ions.

Ainsi, dans le cas idéalisé d’'une configuration ou tous les ions seraient irradiés par tous les
photons, seuls 4% des ions seraient excités par une impulsion UV. Dans ces conditions pourtant
irréalisables, moins de 25 ions seraient excités par impulsion, en prenant un nombre d’ions dans
la trappe de l'ordre de 600. Les ions excités ne se fragmentent pas tous (une partie se désexcite
par fluorescence notamment), ce qui explique le faible nombre de fragments observés et la faible

reproductibilité des expériences.

4 Photodissociation des flavines

4.1 Expériences préliminaires

Suite a la premiere campagne d’expériences, 1’équipe a fait 'acquisition d’un cristal doubleur
plus épais (1 mm) qui permet, dans nos conditions expérimentales, d’atteindre jusqu'a 1m.J
par impulsion bleue a 405 nm, et plus de 100 uJ d’UV a 270 nm®. Avec ces données, et en
choisissant les flavines comme molécules cibles, les mémes calculs sont bien plus encourageants
(voir tableau IV.2), grace notamment a une section efficace d’absorption plus grande, et une
bande d’absorption a la fois a 405 nm et a 270 nm. On atteint alors une absorption de tous les

ions, car 'effet de saturation de la transition n’est pas pris en compte.

Fragmentation en régime nanoseconde

£Ces énergies sont mesurées avant l'entrée dans la trappe, juste apres les cristaux. Seule une partie pourra

illuminer le nuage d’ions.
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Excitation a 270 nm Excitation a 405 nm
o en (mol.L™1)".em™! [127] 31600 7600
o en m? 5,2.107% 1,3.1072
Energie en pJ 100 1000
Pourcentage d’ions excités (~ o) 70% Tous (saturation négligée)

TaB. IV.2 — Ordre de grandeur des taux de dissociation attendus, par impulsion.
Ce calcul élémentaire ne prend pas en compte la saturation de la transition et confond donc le pour-
centage d’ions excités et ~ ol ; il suffit cependant a encourager les expériences préliminaires menées en

nanoseconde.

Nous avons donc décidé d’effectuer quelques expériences préliminaires avec irradiation des
ions par des impulsions nanosecondes. Le dispositif expérimental a été monté par I’équipe DEBA,
et Thibault Tabarin a réalisé les expériences préliminaires que nous avons ensuite analysées
ensemble. Je ne vais donc présenter ici que deux figures importantes qui nous ont encouragés a
planifier une campagne femtoseconde.

L’excitation est réalisée a l'aide d’'un OPO pompé par un laser Nd :YAG nanoseconde qui
permet de faire varier la longueur d’onde. L’OPO présente par contre un “trou d’émission”
autour de 400 nm qui rend difficile les comparaisons avec la seconde harmonique de notre laser
femtoseconde T'itane : Saphir. Par contre, la longueur d’onde 270 nm est facilement accessible,
et correspond a la troisieme harmonique de notre laser.

Afin de piéger efficacement les ions FMN-H" dans la trappe, la poudre de FMN sodiatée,
achetée chez Sigma-Aldrich [128], a ét¢ dissoute avec une concentration de 2.10*mol.L~! dans un
mélange eau-éthanol (50-50 en volume), avec l'ajout d’1% d’acide éthanoique. Les ions présents
dans la trappe, que 'on peut ensuite isoler sélectivement par masse avant irradiation, sont
présentés figure IV.7.

Lorsqu’on irradie en régime nanoseconde les ions FMN-HT | de masse 457, on obtient une
fragmentation tres importante, avec des fragments dont l'intensité atteint 40% du pic parent
(figure TV.8). Dans les mémes conditions, avec le tryptophane, le pic principal atteint 4%. On
s’attend donc a une fragmentation bien plus importante que pour le tryptophane avec une

excitation femtoseconde, d’autant plus que I'excitation aura lieu a 405 nm.

Identification des fragments

L’identification des fragments est relativement aisée pour la FMN puisqu’on retrouve les

masses observées en réalisant une simple coupure de liaison covalente. La figure IV.9 présente
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Fi1c. IV.7 — Ions présents dans la trappe sans isolation (“full scan”). 457 correspond a
FMN protonée, 479 & FMN sodiatée, 377 & RbF protonée. Dans la suite, c’est le fragment FMN-H

qui sera isolé et irradié.

457
100 n

754

50+

243 257

Intensité relative en %
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FiG. IV.8 — Photofragmentation de FMN-H'" a4 260 nm en nanoseconde. 500 ms d’ir-

radiation avec des impulsions nanosecondes d’une dizaine de microjoules.

ces cassures pour les principaux fragments obtenus, qui contiennent tous les cycles aromatiques.

On peut en déduire que la charge, HT, est sur le cycle.
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28 316 9
457 O(Iﬂ0<-|OH ‘~| o
Ale Hy-0~P~OH

CH2 CH*CH-CH-C
243§ | ! o OH
/

Z NH

440 : perte de OH
O 341 : perte de HiPO,4+ H,0

CHg

Fig. IV.9 — FMN : principaux fragments observés. La fleche indique le fragment détecté,
c’est-a-dire celui qui porte la charge positive. Tous ces fragments contiennent le cycle aromatique, c’est
pourquoi on suppose que la charge est placée sur celui-ci, plus précisément au niveau de I’azote entre

les deux oxygéenes, car c’est le site le plus basique.

4.2 FEtude pompe-sonde femtoseconde de la photofragmentation de

FMN

Comparaison CID-LID

La perte de H,O (m/z=439) constitue la principale dissociation induite par collision, avec,
dans une bien moindre mesure, la perte du groupe phosphate H3 PO, pour former le fragment
m/z=359 qui correspond & la perte de HzPO,, c’est-a-dire & la riboflavine moins HoO (RbF?).
Les spectres LID sont tres différents (figure IV.10), avec notamment une forte augmentation
du fragment 359, et 'apparition du lumichrome (LC, 243), de la lumiflavine (LF, 256) et de la
formyllumiflavine, plus un ou deux atomes d’hydrogene (FLF, 286 et 287). Quant & la voie de
fragmentation qui correspond a la perte d’eau, elle est quasiment supprimée.

Ces résultats ne sont pas surprenants, car les différences entre les spectres de masse CID
et LID s’observent sur de nombreuses especes. En effet, ’énergie déposée dans les ions est bien
déterminée par 1'énergie des photons [107] et excite sélectivement le cycle aromatique, avant que
I’énergie ne soit redistribuée plus largement dans les différents niveaux. En CID, suite aux chocs
inélastiques, ’énergie déposée a principalement pour effet de casser la ou les liaisons les plus
faibles [129]. Remarquons que d’autres types de dissociation, comme la dégradation thermique
des flavines, engendrent des fragmentations encore différentes [130], bien que les deux fragments
principaux soient le lumichrome (243) et la lumiflavine (256) : le photofragment m/z=359 (perte
de H3PO,) n’apparait pas par thermodégradation, a I'inverse du fragment m/z=377 (perte de
H3POs3), qui n’est pas un photofragment.
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Fic. IV.10 — Fragmentation de FMIN-H" : CID (a gauche) et LID. La fragmentation
par collision, trés efficace, entraine essentiellement une perte d’eau HoO. La LID a été réalisée avec

des impulsions de 100 pJ correspondant a une intensité caractéristique de I'ordre de 5.10'° W.em™2 au

niveau du nuage d’ions.

Action de la seconde impulsion

Lorsqu’on ajoute, apres I'impulsion pompe, la seconde impulsion a 810 nm et avec une inten-
sité caractéristique de 2, 8.10M W.em ™2, les voies de fragmentation different (figure IV.11). Pour
quantifier ces variations, on définit, pour un fragment X, le taux de branchement T'x, quantité
qui permet de s’affranchir de la fragmentation totale pour s’intéresser plus particulierement aux

voies de fragmentation.

Intensité du fragment X
Tx

(IV.2)

- > Intensité de tous les fragments

Ainsi, la seconde impulsion diminue la production de lumiflavine (257) et de RbF°(359)
au profit de lumichrome (243) notamment. De plus, FLF 286 augmente alors que, de fagon
surprenante, l'autre forme contenant un hydrogéne supplémentaire, FLF? 287, diminue. Ces
différents effets ne dépendent pas du délai entre la pompe et la sonde, des lors que la sonde arrive
apres la pompe (délais positifs), sur des temps compris entre 0 et 100 ps. Nous n’observons donc
pas de dynamique particuliere, comme le mouvement du paquet d’ondes dans I'état intermédiaire.
Notons aussi que 'impulsion infrarouge seule n’engendre pas de fragmentation particuliere.

Dans une seconde série d’expériences, nous avons enregistré la variation des taux de frag-
mentation de LF, LC et RbFn fonction de I'intensité de I'impulsion sonde (figure IV.12). Les
observations sont compatibles avec les résultats ci-dessus, et montrent une augmentation de LC

et une diminution de LF et RbFavec l'intensité de I'infrarouge. A faible intensité, ces données
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Fic. IV.11 — Evolution des rapports de branchement en fonction du délai entre les

deux impulsions, pompe et sonde.

sont compatibles avec un processus linéaire, tandis qu’une saturation est observée a plus haute

intensité.

4.3 Interprétation des résultats

Le résultat principal de ces expériences est la possibilité de changer les rapports de branche-
ment de la photofragmentation de FMN a 'aide d’une seconde impulsion sonde a 810 nm. Comme
on le voit figure IV.13, I'énergie des photons de I'impulsion pompe & 405 nm (24700 cm ™) cor-
respond a la premiére bande d’absorption de la FMN, c’est-a-dire a la transition So— S (7 —7*).
La seconde impulsion va amener les molécules excitées vers des états singulets supérieurs, dans la
deuxieme bande d’absorption (autour de 270 nm). Certaines voies de dissociation sont ainsi fa-
vorisées par la transition vers des états excités supérieurs, au profit de la création de lumichrome
et au détriment de la formation de lumiflavine.

Il est par ailleurs important de remarquer que ni la fragmentation induite par collision, ni

h

la photo-fragmentation de lumiflavine” (non présentées ici) ne donnent lieu a la création de

lumichrome. De plus, les photo-fragments du lumichrome et de la lumiflavine different. Ces deux

hLa trappe permet d’isoler les fragments afin de les photo-dissocier & nouveau ; le spectre des sous-fragments
est appelé M S3.
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Fic. IV.12 — Evolution des taux de branchement en fonction de l’intensité de la

seconde impulsion.
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Fic. IV.13 — Spectre d’absorption en phase liquide de la FMIN et schéma de niveaux
simplifié associé. L’impulsion pompe, a 405 nm, excite la molécule dans le premier niveau excité
S1. La sonde a 810 nm va amener la molécule vers des niveaux excités supérieurs. Le schéma de niveaux

simplifié et les taux de branchement sont donnés par Islam et al. [131].

observations prouvent que la création de lumichrome est directe, sans passer par la lumiflavine

comme photo-fragment intermédiaire : il n’y a pas de fragmentation en cascade pour former le
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lumichrome.
Dans la suite, nous allons plutot nous focaliser sur les photofragments lumichrome (LC) et
lumiflavine (LF) qui sont principalement étudiés en phase liquide [113, 114, 132, 133], ainsi que

sur FLF? en raison du comportement opposé des deux fragments 286 et 287.

Comparaison avec les mécanismes proposés en phase liquide

Les mécanismes de photodissociation sont assez complexes. Les mécanismes proposés par les

premieres études, résumées par Heelis [134], sont schématisés figure IV.14 .

Singulet —| Dealkvlation. L, ¢ riF | 1c FLF 286 /

RbF
AN
Réduction
Intramoleculaire :
W Triplet » LF, FLF LF, FLF 287 \4
Schémas simplifiés de photodissociation intramoléculaire i Action de I'IR
d’apres Heelis [134] sur les fragments

Fi1c. IV.14 — Principales voies de dissociation et action de I'impulsion infrarouge
sur les taux de fragmentation. Ces premiéres interprétations de la photofragmentation intra-
moléculaire de la riboflavine en phase liquide montrent des similitudes frappantes avec nos résultats,
qui nous ont encouragés a proposer deux grandes voies de photodissociation pour FMN-H" en phase

gazeuse.

Ces études vont dans le sens d'une création de LC par le mécanisme de photodéalkylation
(c’est-a-dire la perte de la chaine carbonée) via I’état singulet excité. FLFH pourrait étre formé
a la fois par photoréduction et par photodéalkylation [134, 135], ce qui expliquerait le compor-
tement opposé des deux formes de I'ion. De plus, la photoréduction fait intervenir I’état triplet
des flavines [136]. Enfin, Paugmentation de la réactivité avec le pH est attribuée a un pKa de 6.5
pour le triplet [135] : cela est compatible avec le fait que la lumiflavine est créée a partir du triplet
- la lumiflavine étant le principal fragment en pH alcalin, alors que le lumichrome est majoritaire
en milieu acide. Fort de ces conclusions, on peut tenter d’interpréter les comportements que 1’on

observe de la fagon suivante : la seconde impulsion a 810 nm favorise la dissociation par la voie
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singulet au détriment de la voie triplet. Ainsi, le lumichrome et une forme de FLFH (dont les
intermédiaires seraient les états singulets excités) sont favorisés par la seconde impulsion, alors
que la lumiflavine et lautre forme de FLF# sont défavorisées. La seconde impulsion joue donc
un role similaire au pH dans les milieux liquides en favorisant une des voies de dissociation.
Néanmoins, les résultats avec lesquels on compare nos expériences sont réalisés en phase
liquide, et avec la forme neutre de FMN (son pKa étant voisin de 0, en phase aqueuse c’est la
forme neutre qui domine). Or le proton peut changer significativement les niveaux électroniques
de la molécule, et par suite sa photophysique. Ainsi, la forme protonée du triplet est supposée
réagir différemment de la forme neutre, comme le suggerent les études faisant varier le pH [134].
Par ailleurs, une expérience récente de fluorescence résolue en temps exclut la transformation
directe du singulet vers le lumichrome, au profit d'un passage par un état triplet [113]. Les
premieres expériences, mentionnées par Heelis [134], s’appuyaient sur le fait que des quenchers
d’état triplet, comme KI (iodure de potassium), n’influencent pas la production de lumichrome.
Ces expériences plus anciennes ne sont cependant pas remises en cause et 1'utilisation de KI
permet ainsi de classer la photofragmentation en deux grandes voies qui sont similaires a celles

que l'on observe en phase gazeuse, et qui sont ici mises en évidence par la seconde impulsion.

Interprétation avec deux états triplets

Apres excitation photonique, ’évolution du premier état excité S; le long de la relaxation
mene finalement au premier état triplet T7. Des calculs récents menés par Climent et al. [137] ont
montré que ce passage se fait par I'intermédiaire d'un état triplet supérieur, T, via croisement
des énergies potentielles. On peut alors imaginer que les deux voies de dissociation observées
proviennent des deux états triplets mis en évidence par cette étude. Des calculs théoriques,
s'intéressant a la photodissociation des flavines, devraient étre entrepris pour confirmer ou non

cette hypothese.

4.4 Fragmentation de FAD et autres formes chargées de FMN

Nous avons réalisé des expériences sur la fragmentation de la flavine-adénine-dinucléotide
protonée (FAD), ainsi que sur les formes sodiatées (FMN-Na™) et négatives de la FMN. De fagon
surprenante, les fragments sont notablement différents de ceux observés avec FMN-HT. Ainsi, les
fragments majoritaires de la FMN, lumichrome et lumiflavine, n’apparaissent pas avec la FAD.
Pourtant, les propriétés optiques des molécules, dues a leur partie aromatique, sont similaires

pour une absorption a 405 nm (I’énergie a 270 nm pouvant par contre étre absorbée par les
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Fi1G. IV.15 — Interprétation possible des deux voies de dissociation faisant intervenir
deux états triplets. L’état triplet Ty, plus énergétique que T}, est favorisé par I'ajout de I'impul-
sion infrarouge. Ces conclusions nécessitent des calculs supplémentaires pour approuver ou non cette

hypothése.

deux parties aromatiques de la FAD). Je ne présente, figure IV.16, que le spectre de masse de la
fragmentation de FAD avec une identification des fragments majoritaires, sans plus de détails,
dans la mesure ou l'on s’est focalisé sur la photofragmentation de FMN pour l'interprétation

(paragraphe 4.3).

|FADH+

perte de Hy
a1

:\‘: 5 |4 Lok hl.‘.-.”r 4 _.'.u il l.'. . LI .;.., ‘ .' skl 1;..';._. "~ Lljl| stk - " L._IL J-.‘.-l bj " |

Fic. IV.16 — Photofragments de FAD avec une irradiation a 405 nm. La fleche indique
le fragment portant la charge, qui peut étre sur I'un des deux cycles. Cela explique la présence de
fragments complémentaires, pour lesquels la coupure a lieu au méme endroit, mais dont la charge est

sur I'un ou lautre cycle.

4.5 Corrélation des spectres

Chaque spectre présenté dans ce chapitre est une moyenne sur 100 acquisitions, afin de

réduire I'influence des diverses sources de bruit. Il devrait étre possible de tirer parti de tous ces
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spectres pour trouver des informations plus fines. Par exemple, une source de bruit peut venir
des fluctuations d’intensité du laser; lorsque l'intensité des impulsions a 405 nm augmente, on
peut s’attendre a une augmentation des photofragments, et a une diminution du pic parent.
Toutefois, nous n’avons mesuré aucune corrélation entre les différents photofragments, ni entre
les photofragments et le pic parent, ce qui signifie que la principale source de fluctuations n’est
ni due a I’énergie du laser, ni au nombre d’ions dans la trappe - ce qui se traduirait par une
corrélation positive entre le pic parent et les fragments. La principale source de bruit serait due a
la répartition des ions dans la trappe, et donc au recouvrement entre le laser et le paquet d’ions,

qui varie.

5 Conclusions du chapitre

Dans ce chapitre nous avons montré, a l'aide de I'exemple du tryptophane, que I'étude de la
photofragmentation en trappe nécessite un flux suffisant et un grand nombre d’événements pour
s’affranchir des différentes sources de fluctuations.

L’étude des flavines a permis de réunir ces prérequis grace a une section efficace plus élevée
et une excitation a 405 nm qui permet d’avoir plus d’énergie par impulsion. La fragmentation
de FMN-H™ en trappe met en évidence la formation de lumichrome et de lumiflavine, qui sont
observés et largement étudiés en phase liquide. L’excitation des ions par une seconde impulsion
sonde a 810 nm favorise certaines voies de fragmentation (création de lumichrome et d'une
forme de FLF?) au profit de certaines autres (formation de lumiflavine et de I'autre forme de
FLF contenant un hydrogene supplémentaire). Deux voies de fragmentations, pour ces mémes
fragments, ont aussi été décrites dans la littérature, mais en phase liquide et avec la forme
neutre. Cette similarité nous a encouragés a proposer un mécanisme faisant intervenir les deux
états triplets différents mentionnés dans de récents calculs. Cependant, cette hypothese devra

étre vérifiée par d’autres calculs qui s’intéressent spécifiquement a la dissociation.



Chapitre V

Spectroscopie de Plasma Induit par
Laser (LIBS) : une approche atomiste

de la détection

1 Introduction

Nous avons étudié la détection de bactéries, via leurs chromophores comme le tryptophane, en
s’intéressant a leur fluorescence (chapitre IT). Le spectre large des lasers femtosecondes a permis
de distinguer optiquement d’autres chromophores biologiques : les flavines (chapitre II). Leur
intensité a permis a la fois d’observer des effets inattendus faisant intervenir la filamentation
en phase liquide (chapitre IIT), et d’étudier la fragmentation des molécules en phase gazeuse,
qui présente I'avantage de s’affranchir des effets du solvant (chapitre IV). Ici, nous utilisons la
puissance des impulsions femtosecondes pour 1'étude des bactéries par LIBS, puissance qui ne

requiert que peu d’énergie du fait de la faible largeur temporelle des impulsions.

1.1 La technique LIBS

La LIBS (ou LIPS) pour “Laser Induced Breakdown (ou Plasma) Spectroscopy” signifie
littéralement ”spectroscopie de plasma induit par laser”. C’est une technique d’analyse qui
consiste a focaliser fortement, sur un échantillon, une impulsion laser intense pour créer un
plasma, puis a mesurer la lumiere émise. Pour connaitre la composition atomique de cet échan-
tillon, on détecte et analyse, a ’aide d’un spectrometre, la désexcitation radiative des atomes
et des ions fortement excités au sein du plasma [138, 139]. La LIBS, qui a beaucoup progressé

depuis son apparition peu apres l'invention du laser, a suivi les développements de ce dernier

89
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[140]. Le récent engouement pour la technique (le nombre de publications a augmenté de 400 %
en 5 ans) est donc lié a la disponibilité de sources fiables, plus petites et moins cotuteuses, mais
aussi et surtout a l'apparition de détecteurs d’imagerie tres sensibles : les caméras intensifiées
(ICCD) [141]. Ces détecteurs permettent également une détection dans une fenétre temporelle

controlable, avec une précision de l'ordre de la nanoseconde.

Avantages et inconvénients de la technique

Cette méthode présente de nombreux avantages [139] :

— simplicité,

— rapidité,

— sensibilité,

— préparation d’échantillon non nécessaire,

— possibilité d'une analyse in-situ,

— analyse possible pour tous les états de la matiere (gaz, solide, liquide, aérosols),

— méthode de spectroscopie d’émission atomique, assurant a ce titre ’observation de I’en-
semble des éléments de la classification périodique,

— détection simultanée de plusieurs éléments.

Par contre, la détection des raies atomiques est fortement génée par un fort continuum de
type corps noir, qui provient de la température élevée du plasma, dépassant fréquemment les
4000 K [138]. Cette émission décroit rapidement : aprés un temps de l'ordre de la centaine
de ns (temps qui dépend de la durée de I'impulsion et de son énergie), les raies atomiques ne
sont plus masquées. Cependant, le probleme est en partie résolu par les caméras intensifiées
qui, en plus d’avoir une grande sensibilité, permettent aussi de s’affranchir du continuum en
n’acquérant le signal émis par le plasma qu'une fois ce continuum suffisamment faible. Les
véritables inconvénients de la LIBS sont [139] :

— difficulté d’analyse des matériaux inhomogenes (les signaux recueillis ne sont pas nécessairement

représentatifs de 1’échantillon analysé),

— faible reproductibilité spectre a spectre qui impose de moyenner sur de nombreux spectres,

— et principalement, effet de matrice.

Ce dernier effet limite fortement les potentialités de la technique : le signal d'un élément
dépend de la concentration des autres éléments dans le matériau alors méme que sa concentra-
tion est constante. Il est donc impossible d’effectuer une calibration adaptée a tous les matériaux

pour en mesurer les concentrations élémentaires. De plus en plus de travaux sont menés pour
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comprendre la génération de plasma afin d’effectuer des modeles qui permettraient de remonter

aux concentrations des éléments.

Enfin, il s’agit d'une méthode de surface [142], puisque la matiere ablatée provient d'un petit
volume, inférieur & 10~* mm?3. Cet avantage fait de la LIBS une méthode complémentaire des
méthodes classiques d’analyse. Néanmoins, la géométrie de I’échantillon doit étre suffisamment
plate pour que le plasma créé ait les mémes caractéristiques a chaque impulsion. Notons qu’il
est quand méme possible d’analyser un matériau dans son épaisseur (sur des échelles de 1'ordre

du mm) en retirant progressivement la matiere par des ablations successives.

Ablations femtosecondes et nanosecondes

La création de plasma résulte d'une ablation de matiere qui provoque la formation de trous.
La forme de ces trous créés par le laser dans une matrice solide dépend de la largeur temporelle
de I'impulsion : les effets sont completement différents selon si 'impulsion est femtoseconde ou
nanoseconde [143-145].

Si la durée de I'impulsion est plus faible que le temps 7 d’interaction électron-phonons (7 ~
1ps), la matiere absorbe ’énergie de 'impulsion par ionisation multiphotonique et chauffage
des électrons. Notons que les électrons ne sont pas thermalisés avec la matrice; on doit définir
deux températures pour décrire le systeme. Dans le matériau, les forces d’interactions de type
électromagnétique sont tres fortes : il se produit une explosion coulombienne qui forme un trou
aux bords tres nets. Les impulsions femtosecondes sont ainsi de plus en plus utilisées pour la
découpe au laser qui nécessite une grande finesse de précision, comme en microchirurgie [146].

Si la durée de I'impulsion est nanoseconde, I’énergie absorbée par les électrons est transférée
progressivement aux phonons tout au long de I'impulsion. Les électrons sont thermalisés avec le
réseau, et la température tres élevée ainsi atteinte provoque une ébullition locale puis I'explosion
de la matiere : les trous formés présentent des bords tres inhomogenes.

L’ablation femtoseconde a aussi pour avantage de créer un plasma moins chaud. Cela se
traduit par un continuum moins intense et qui décroit plus rapidement [147, 148]. Certaines
études montrent au contraire que la décroissance est aussi rapide dans les deux régimes [149],
méme s’il est généralement admis que le continuum est environ trois fois plus faible en régime

femtoseconde.

Applications de la LIBS
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Tous les avantages que nous venons d’évoquer font que la LIBS admet de nombreuses applica-
tions [150]. On peut citer notamment I’application industrielle pour le controle des concentrations
de métaux dans les alliages [151, 152], I'archéologie pour I'identification de poteries [153], ou en-
core I'exploration martienne [154]. De plus, la LIBS peut se réaliser a distance, comme 1’a montré

’équipe Téramobile [155], y compris sur des échantillons biologiques [156].

1.2 Implication personnelle

La LIBS fait, depuis quelques années, l'objet d'une recherche active dans I’équipe “Processus
Ultrabrefs et Lasers Intenses” du LASIM. Elle est née au sein du projet Téramobile avant de s’en
séparer pour devenir une thématique spécifique il y a deux ans. J’ai ainsi participé activement
a la mise en place du dispositif expérimental et a la réalisation des premieres expériences sur
les bactéries et les feuilles. J'ai effectué le gros travail de dépouillement des données sur les
feuilles. En revanche, je n’ai pas participé aux expériences réalisées avec le laser nanoseconde, ni
au dépouillement des données sur les bactéries, réalisé par Matthieu Baudelet, doctorant sur la
thématique. Je présenterai donc le travail effectué sur 'analyse foliaire de facon plus exhaustive

que celui réalisé sur les bactéries.

2 Dispositif expérimental et traitement des données

2.1 Montage

Un montage expérimental LIBS comprend trois parties : une source laser impulsionnelle, une
plate-forme d’ablation et la détection/analyse de I’émission du plasma. Le montage général est

présenté figure V.1.

Source laser

La source utilisée est soit le laser femtoseconde présenté chapitre I, soit un laser nanoseconde
Nd :YAG commercial (Brilliant de Quantel). Les impulsions femtosecondes ont une énergie
caractéristique de 4.5 mJ, une largeur temporelle de 120 fs, un taux de répétition de 20 Hz, et une
longueur d’onde centrale de 810 nm. Pour faciliter la comparaison, les impulsions nanosecondes
ont une énergie et un taux de répétition identiques, mais une largeur temporelle de 5 ns et une

longueur d’onde de 1064 nm.
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Laser impulsionnel

ns ou fs

Déclenchement fibre

Lentille plan-convexe
(f" = 30mm)

e échantillon

Platine
de rotation

Caméra intensifiée

(ICCD)

Spectrometre & échelle

Fic. V.1 — Dispositif expérimental LIBS. Le déclenchement permet ici d’acquérir le spectre

avec une fenétre temporelle bien contréolée apres I'impulsion laser.

Plate-forme d’ablation

Les impulsions sont focalisées sur la surface a I’aide d’une lentille plan-convexe de 30 mm de
focale ; le coté plan est placé au plus proche du foyer pour minimiser les aberrations géométriques.
Néanmoins, le profil spatial du faisceau incident étant loin d’un profil gaussien, la taille du foyer
est légerement inférieure a 100 pm (i.e. loin de la limite de diffraction de 'ordre du micrometre),
ce qui implique un flux de I'ordre de 50 .J/cm? pour les deux régimes. Pour renouveler la surface
apres chaque impulsion, I’échantillon est posé sur une platine de rotation. L’émission du plasma
est collectée a I'aide d'une lentille en quartz de 50 mm de focale et de 25 mm de diametre, située
a 45" par rapport a I’axe vertical créé par le faisceau incident (voir figures V.1 et V.2). La lentille

de collection projette I'image du plasma sur la fibre afin de mieux collecter son émission.

Détection/analyse de I’émission du plasma

La lumiere collectée est transmise a un spectrometre échelle (Mechelle, Andor Technology)
couplé & une caméra intensifiée (iStar, Andor Technology). Cela permet d’obtenir un spectre
bien résolu avec une grande sensibilité sur une large gamme spectrale (de 200 & 950 nm). La
résolution est de 0.02 nm a 200 nm, et de 0.04 nm a 950 nm. Le principe d'un spectrometre
échelle est de disperser la lumiere, avec un prisme dans une dimension, et avec un réseau dans
I’autre. Le spectre est ainsi dispersé sur deux dimensions, ce qui constitue une image que l'on
peut enregistrer grace a un capteur CCD. Les différents ordres du réseau sont alors séparés en

lignes horizontales sur I'image?®, et on reconstruit le spectre grace a un logiciel fourni par la

2Ces lignes ressemblent a une échelle lorsqu’on enregistre de la lumiere blanche, d’ou1 le nom de “spectrometre

a échelle”.
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Fi1Gc. V.2 - Plate-forme d’ablation. le montage est placé sur une plaque carrée (a) de 30 cm de c6té
pour améliorer la portabilité du dispositif. (b) miroir. (c) lentille plan-convexe de focalisation. (d) platine
de rotation motorisée. (e) lentille de collection. (f) fibre optique. (g) positionnement micrométrique de

la fibre.

société Andor. La caméra intensifiée permet d’augmenter la sensibilité du dispositif. Ce type
de caméra tres utilisé pour la vision nocturne, fonctionne sur le méme principe d’amplification
que les tubes photomultiplicateurs : une photocathode transforme les photons en électrons (effet
photoélectrique), électrons qui sont multipliés par des plaques de micro-canaux (effet d’ava-
lanche), et & nouveau transformés en photons par une plaque de phosphore. Les photons sont
ensuite guidés par fibre vers une CCD classique. En controlant les hautes tensions utilisées pour
Ieffet d’avalanche des électrons, on peut modifier la sensibilité et aussi paramétrer une fenétre
temporelle de détection, avec une précision inférieure a 2 ns. La calibration en longueur d’onde
est effectuée avec une lampe a vapeur de mercure. Calibrer en intensité nécessite d’avoir un corps
noir ou une lampe dont I'intensité spectrale est connue. Nous ne disposions pas dun tel dispositif
lorsque les expériences ont été réalisées; I'équipe vient tout récemment d’en faire ’acquisition.
Afin de diminuer les erreurs, chaque spectre est ensuite normalisé par l'intensité de la raie 247.8

du carbone (sauf cas particuliers qui seront précisés).

2.2 Parametres d’acquisition et barre d’erreur

Chaque spectre consiste en une accumulation de 1000 coups laser, avec une fenétre temporelle

d’acquisition qui commence 100 ns apres I'impulsion et qui dure 5 ps. Cette accumulation est
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effectuée en illuminant la CCD pendant une seconde (ce qui correspond & une moyenne sur
20 impulsions), et en répétant 50 fois l'accumulation, afin d’accroitre la reproductibilité des
mesures. Les moyennes sont donc réalisées sur 'image, et le spectre n’est calculé qu’a la fin. En
régime nanoseconde, on doit attendre 200 ns apres I'impulsion pour s’affranchir suffisamment

du continuum (voir paragraphe 3.2 page 99).

Séries cinétiques

Le logiciel livré avec la caméra permet aussi de faire des séries cinétiques, c’est-a-dire de
prendre des spectres avec une fenétre temporelle que 1’'on peut décaler a chaque fois. La largeur
des fenétres est choisie a4 50 ns, et le pas temporel entre ces fenétres a 50 ns (de 60 ns a 910 ns
apres 'impulsion laser). Au-dela, on acquiert toujours sur 50 ns mais avec des pas de 500 ns,
jusqu’a 4410 ns. Cela permet de suivre I’évolution temporelle d’émissions atomiques, ioniques et

moléculaires.

Barres d’erreur

Une astuce consiste a effectuer des séries cinétiques avec un pas de 0 ns, donc a prendre une
dizaine de spectres présentant des conditions expérimentales identiques, afin d’en apprécier la
reproductibilité. On estime ainsi les barres d’erreur pour chaque raie, a ’aide de la dispersion
des mesures. Les raies les plus faibles, plus sensibles au bruit, présentent donc une dispersion
relative plus grande. La barre d’erreur est relativement constante lorsque ’on analyse des échan-
tillons de propriétés physico-chimiques voisines (différentes bactéries par exemple). Nous avons
donc effectué une série d’expériences, avec chaque type d’échantillons, pour déterminer les barres
d’erreur. Cela dit, elle peut quand méme varier un peu en fonction des conditions expérimentales
ou de la matrice, et il aurait été préférable de faire ce type de mesures pour chaque échantillon.
Lorsque la mesure n’avait pas été réalisée sur un échantillon spécifique, nous avons ainsi été

contraints a surestimer ses barres d’erreur, évaluées a partir d'un échantillon similaire.

2.3 Identification des raies

Les raies observées dans un spectre LIBS correspondent a des émissions atomiques ou moléculaires,
ou d’especes ionisées (le plus souvent simplement chargées). Pour identifier les pics, on compare
la longueur d’onde mesurée avec la base de données du NIST [157]. La société Applied Photonics
présente aussi sur Internet une sélection bibliographique des principales raies reportées dans la

littérature pour un grand nombre d’éléments de la classification périodique [158]. Empiriquement,
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on a remarqué que les raies observées peuvent étre éloignées de 0.08 nm au plus par rapport a
la raie tabulée dans la base de données du NIST, ce qui est du a la précision de calibration du
spectrometre. Dans cet intervalle, lorsque plusieurs éléments différents sont susceptibles d’avoir
une raie d’émission, on regarde si les autres raies intenses de ’élément ont été enregistrées ou
non dans le spectre, pour lever I'ambiguité. Identifier toutes les raies du spectre de cette facon
est un travail fastidieux : j’ai donc réalisé un programme semi-automatique d’identification (voir
annexe) qui, a partir d'une détection automatique des pics, fait le lien avec la base de données

du NIST.

Fausses raies

Certains pics observés n’ont pas de réalité physique, mais sont des artefacts du spectrometre
échelle. En effet, si un pic intense fait une tache large sur la caméra CCD, les ordres inférieurs
et supérieurs auront un signal non négligeable qui se traduira par des pics secondaires (ghosts)
dans la reconstruction du spectre (figure V.3). La distance entre le pic principal et les ghosts
est de l'ordre d’'une vingtaine de nanometres et peut se calculer. Il faut prendre en compte ce

phénomene pour éviter des identifications erronées de raies.

3 Etude de bactéries par LIBS

Depuis 2003, les premieres études de détection d’échantillons biologiques par LIBS ont été
menées [159, 160], en particulier sur les bactéries [161]. Ces études sont encourageantes mais
montrent la difficulté de distinguer les échantillons organiques [162], qui sont tous principalement
constitués des éléments suivants : le carbone, 'oxygene et 'hydrogene. Notre étude, la premiere
qui étudie la détection LIBS de bactéries avec un laser femtoseconde, montre I'importance des

éléments de trace dans la détection.

3.1 Echantillons étudiés
Choix des bactéries

Nous avons choisi d’étudier Escherichia coli et Bacillus subtilis (figure V.4) pour plusieurs
raisons. Ces bactéries avaient déja été étudiées par I'équipe via des méthodes de déplétion de
fluorescence (voir paragraphe 1.1 page 13) , et présentent I’avantage d’étre bien connues, faciles

a cultiver, et non-pathogenes pour les souches étudiées. Escherichia coli est par ailleurs une
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Fi1c. V.3 — Présence de raies “fantémes” ou ‘“ghosts”. On visualise ici les raies “fantomes”

du calcium et du doublet du potassium. Le peuplier présente ici bien plus de raies fantomes, car la

caméra avait un gain trop important pour cette acquisition.

bactérie commune chez I'homme, puisqu’elle fait partie de sa microflore intestinale. De plus, F.

coli est souvent utilisée pour simuler Yersinia pestis [161], bactérie de la peste, en raison des

similarités biologiques des deux bactéries.
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Fi1G. V.4 — Images de microscopie électronique de Escherichia coli et de Bacillus

subtilis. E. coli (a gauche) a une taille caractéristique de 2um x 0.7um.

Préparation des échantillons
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La préparation des échantillons a été réalisée en collaboration avec Patrick Laloi, du labora-
toire 7 Unité de Microbiologie et Génétique” de I’Université Lyon 1. La reproduction des bactéries
est efficace lorsqu’elles sont laissées pendant une nuit a 37°C dans un bouillon de culture. Dit
“Bouillon de Luria”, c¢’est un milieu contenant les nutriments nécessaires a la reproduction des
bactéries : des acides aminés, de la levure, du chlorure de sodium et de la soude (pour équilibrer
le pH). Tous les éléments de la classification périodique nécessaires a leur développement sont

ainsi réunis, pour que ce bouillon, a la fin de la nuit, devienne un liquide riche en bactéries.

Le protocole expérimental consistait ensuite a filtrer 20 mL de cette solution, puis a rincer
le filtre avec 20 mL d’eau distillée, avant de sécher le filtre chargé au frais. Le rincage permet
d’éliminer au mieux le bouillon de culture riche en minéraux. L’échantillon analysé est donc un
filtre, de 4 cm de diametre, sur lequel est déposée une fine couche de bactéries, d’une centaine
de pum d’épaisseur (voir figure V.5). Pour améliorer la tenue mécanique des échantillons, nous

avons fixé les filtres sur des plaques de plexiglas avec du scotch double face.

FiGc. V.5 — Filtre contenant les bactéries aprés ablation. La pastille en haut a gauche
correspond a un nouveau protocole qui consiste a compacter les bactéries pour améliorer les signaux

LIBS. N’ayant pas participé a la réalisation des expériences avec pastille, je ne développe pas le sujet.

Les filtres utilisés sont des filtres organiques en cellulose avec des pores de 0.45 pm, bien
adaptés pour retenir les bactéries. Initialement, pour éliminer plus facilement les composantes
spectrales qui provenaient du filtre, nous avions utilisé des filtres en argent. Mais le plasmon de
I’argent était excité a deux photons par les impulsions a 810 nm, provoquant un signal parasite

beaucoup trop important.
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Nous avons aussi enregistré les spectres des filtres seuls ainsi que des filtres ayant subi le méme
protocole expérimental que les bactéries, mais avec le bouillon seul (sans bactérie). Ces spectres

ont permis de s’affranchir de la signature spectrale du milieu dans les spectres de bactéries.

3.2 Comparaison entre les régimes nanoseconde et femtoseconde

Régime nanoseconde infrarouge : un continuum plus important

Si on utilise les mémes parametres d’acquisition qu’en régime nanoseconde infrarouge, c¢’est-
a-dire un gain maximal de la caméra, et une fenétre d’acquisition comprise entre 100 ns et 5
us, le signal obtenu est saturé, comme le montre la figure V.6. Le fort continuum du régime

nanoseconde infrarouge est responsable de cette saturation.
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Fic. V.6 — Spectre saturé en régime nanoseconde infrarouge. Ce spectre a été obtenu

dans les mémes conditions que les acquisitions en régime femtoseconde.

Pour éviter ce probleme et avoir un bon rapport entre pics et continuum, on doit attendre
200 ns et mettre le gain de la caméra au minimum. Ces parametres constituent les conditions les
meilleures pour le régime nanoseconde et seront gardés par la suite. Pour le régime femtoseconde,
les meilleures conditions ont été obtenues avec une fenétre temporelle commencant 100 ns apres
I'impulsion, et avec un gain de la caméra de 255 (voir figure V.7).

Le spectre intégral des deux régimes est présenté figure V.8. Le régime femtoseconde présente
comme caractéristique importante ’absence de fortes raies de 'oxygene et de l'azote. Ces raies
proviennent en partie, en régime nanoseconde, d’interactions du plasma avec I’air ambiant [162],

la température plus élevée du plasma favorisant cette interaction.

Détection d’éléments de trace
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Fic. V.8 — Spectres complets en régimes femtoseconde (a gauche) et nanoseconde.

En régime femtoseconde, les bandes moléculaires sont bien plus présentes, de méme que les raies des

éléments O et

N sont moins fortes.

Le continuum, plus faible en régime femtoseconde, a aussi comme conséquence importante

d’améliorer la détection des éléments de trace, grace a une détection plus précoce et un gain plus

important, sans saturer la caméra. Ainsi, la raie tres peu intense du potassium, K 1 404.41 nm, est

parfaitement visible en femtoseconde, alors qu’elle ne peut pas étre distinguée en nanoseconde.

De plus, des raies plus intenses détectées dans les deux régimes, comme les pics 421.03 et 421.36
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nm du fer ou le pic 422.67 nm du calcium, présentent de bien meilleurs contraste et résolution
avec une excitation femtoseconde (figure V.9). Or, il est connu que les éléments de trace sont
tres importants et spécifiques pour les micro-organismes, dont les bactéries, dans la mesure ou
ils participent activement a leur métabolisme et influencent leur structure [163]. La détection
des signatures spectrales des minéraux donne donc des informations pertinentes pour distinguer

différentes bactéries.
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F1c. V.9 — Détection des éléments de trace dans les deux régimes. Grace a la température
plus faible du plasma, le régime femtoseconde permet une acquisition plus précoce et avec un gain plus

grand qu’en régime nanoseconde, d’ou une détection plus efficace des éléments de trace.

L’importance de la fenétre temporelle s’explique par la décroissance rapide de 1’émission
spectrale du plasma, comme on le voit figure V.10. L’excitation femtoseconde permet donc une

détection précoce, et avec un meilleur gain, qui sont cruciaux pour la détection de trace.

Distinction des bactéries

La figure V.11 présente un exemple de corrélation entre I’émission d’un élément minéral dans
un spectre LIBS et les propriétés biologiques des bactéries. Alors que les deux bactéries ont été
préparées dans les mémes conditions expérimentales, I’émission de magnésium est plus forte pour
E. coli que pour B. subtilis. Notons que cette différence est plus grande que la dispersion des
mesures qui est de l'ordre de 16% du signal.

E. coli, qualifiée par les biologistes de bactérie “Gram-négative”®, posseéde une membrane
extérieure spécifique contenant différentes protéines maintenues entre elles par des cations diva-

lents, notamment M g** et Ca®*. Au contraire, B. subtilis, bactérie ” Gram-positive”, n’a pas une

PLe test de Gram, du nom d’un biologiste danois de la fin du XIX®™€ siecle, permet de classifier les bactéries

en deux catégories en fonction de leur paroi bactérienne.
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Fi1c. V.10 — Evolution de I’émission du pic 422.67 nm du calcium. Le délai 0 correspond
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Fic. V.11 — Spectre LIBS détaillé autour de raies du magnésium. Les spectres, non
normalisés, ont été pris dans les mémes conditions expérimentales, et mettent en évidence les différences

d’émission des raies 279.55 et 280.27 nm de Mg II et de la raie 285.17 nm de Mg I.

telle paroi et on s’attend donc a ce que I'émission de magnésium soit inférieure a une bactérie
“Gram-négative” comme E. coli. Des études ultérieures de I’équipe ont montré qu’en choisissant
convenablement quelques éléments pertinents, dont le magnésium, on peut distinguer plusieurs

bactéries entre elles (cing bactéries ont été distinguées a l'aide de six éléments) [164].

3.3 Bandes CN : un marqueur pour les milieux biologiques

Raies moléculaires favorisées en régime femtoseconde
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Le rapport entre les émissions moléculaires et atomiques différencie également les deux
régimes. Pour le carbone, par exemple, élément constitutif des squelettes organiques, les rap-
ports CN/C et Cy/C sont beaucoup plus faibles dans le cas d’'une impulsion nanoseconde
(figure V.12 pour le rapport C'N/C'). Cela prouve que I'ablation femtoseconde produit plus
d’especes moléculaires que le régime nanoseconde infrarouge; ce comportement a aussi été
observé sur des cibles organiques pour l'ablation nanoseconde UV [165-167]. Cette propriété
est intéressante pour 'analyse d’échantillons organiques et biologiques, dans la mesure ou ces
matériaux sont caractérisés par des groupes fonctionnels formés de quelques liaisons moléculaires
spécifiques. Par exemple, la liaison CN est caractéristique du groupement amine —N Ho, présent

dans tous les acides aminés®.

250 o régime femtoseconde
— régime nanoseconde
n .
£ 200 CN +
©
% 150
)
0
‘= 1004
>
90:’ 50 4
] |
c J
9
E 0 ——,—Aﬁ/

/T T T T T T T 1
247.8 2481 384 386 388 390
Lambda (nm)

Fic. V.12 - Bandes CN comparées a I’émission de carbone dans les deux régimes.

Origine des bandes CN

Cependant, il a déja été montré que des radicaux C'N peuvent étre formés lors de I'interaction
du plasma avec l'air ambiant, par recombinaison du carbone avec 'azote de l'air. Une telle
recombinaison est observée en régime nanoseconde IR [162] et UV [168]. L’origine des bandes
CN dans un spectre LIBS doit donc étre analysée avec attention. Pour cela, nous avons enregistré
la variation temporelle de 1’émission d’une bande pour différents échantillons :

— des bactéries qui contiennent des liaisons C'N,

°Les acides aminés sont les briques élémentaires des protéines et donc des organismes biologiques en général.
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— de la nitrocellulose qui contient les atomes C et N mais pas de liaison C'N,

— du graphite qui ne contient que du carbone.

La série cinétique est présentée figure V.13, et montre un comportement tres différent pour
le graphite qui ne contient pas d’azote natif. L’augmentation initiale du signal dans les 500
premieres nanosecondes prouve la recombinaison selon la réaction Cy + Ny — 2 C'N, étudiée
ici en régime femtoseconde. Cette recombinaison est négligeable pour les échantillons contenant
de I'azote, d’ot1 une décroissance monotone de I’émission C'N. Les séries cinétiques, en permettant
d’identifier I'origine des bandes CN (air ambiant ou matrice), évitent d’effectuer I’ablation sous

atmosphere controlée.

+ graphite

graphite fit
—a— nitrocellulose
—m— E. coli

—e— B. subtilis

Intensité (u.a.)

200 400 600 800 1000
Délai de détection aprés I'impulsion (en ns)

Fi1G. V.13 — Evolution des bandes CN en fonction du temps en régime femtoseconde.

4 Analyse foliaire par LIBS, en régime femtoseconde

4.1 Composition des plantes

L’étude réalisée avec des bactéries étant encourageante, nous avons souhaité utiliser les po-
tentiels de la LIBS pour 1’étude de feuilles d’arbres. Ce travail est le premier a effectuer une

analyse foliaire systématique en LIBS femtoseconde.

Composition élémentaire

Dans une plante, plus de 90% de la masse seche est constituée par les trois éléments ca-

ractéristiques des substances organiques (C, H, O). La masse séche restante est constituée de
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minéraux classés en macroéléments ou oligoéléments en fonction de leur présence dans la plante
[169]. Les macroéléments, relativement abondants, sont présents a des taux de 'ordre de 0,1 a
1% de la masse seche. Ce sont I'azote N, le potassium K, le calcium Ca, le magnésium Mg, le
soufre S et le phosphore P. Certains végétaux contiennent aussi du sodium Na, du chlore CI, et
du silicium Si dans des proportions comparables. La masse seche des oligoéléments ne dépasse
pas, quant a elle, le pour-mille. Les oligoéléments sont le fer Fe et le manganese Mn (de 10 a
1000 ppm), ainsi que le zinc Zn, le cuivre Cu et le bore B (environ 10 ppm). A des taux plus
faibles encore, inférieurs au ppm, on trouve : Al, Ni, Co, Mo, I, Br, F. Enfin, toujours en faible
quantité mais a des taux variables, la plupart des autres éléments présents dans les sols et dans
I’eau peuvent contaminer les végétaux : Li, Pb, Ti, Rb,... La constitution moyenne des végétaux

est rappelée dans le tableau V.1.

Principaux Macroéléments Oligoéléments
(> 5%) (> 1%00) (< 1%00)
C,H, O N, K, Ca, Mg, S, P Fe, Mn (10 a 1000 ppm)
Na, Cl, Si (selon les végétaux) Zn, Cu, B (~ 10 ppm)

Al, Ni, Co, Mo, I, Br, F (< 1ppm)

éléments du sol (tres faible)

TAB. V.1 — Eléments présents dans les plantes [169].

4.2 Les avantages potentiels de la LIBS pour I’analyse foliaire

La capacité a détecter les éléments atomiques de trace, ainsi que sa rapidité d’acquisition,
font de la LIBS une méthode particulierement adaptée a I'analyse de végétaux.

Le diagnostique foliaire, surtout pour les plantes pérennes, est une technique couramment uti-
lisée en agronomie pour évaluer les besoins nutritifs des plantes et adapter I'engrais ajouté [170].
Cette technique consiste a analyser les minéraux contenus dans les feuilles, apres ramassage et
séchage. Les méthodes traditionnelles, proposées commercialement [171], sont complexes, lentes,
et polluantes du fait de l'utilisation d’acides forts et de réactifs toxiques [172]. De nouvelles
méthodes ont depuis été développées grace a la spectroscopie de réflectivité dans les domaines
du visible a l'infrarouge moyen [172, 173]. Non destructives, rapides, ces méthodes sont tres
intéressantes et permettent notamment de détecter quelques minéraux ainsi que des fibres. Elles
nécessitent cependant une petite préparation des échantillons et ne sont pas adaptées pour la

détection de trace. La LIBS, au contraire, ne requiert pas de préparation, peut étre utilisée in
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situ, et s’avere tres puissante dans la détection de certains éléments de trace (voir paragraphe 3.2
page 99). Mais comme elle ne permet pas de détecter des molécules complexes, ou encore moins
des tissus, elle pourrait étre utilisée avec profit en complémentarité des autres techniques.

Le diagnostic foliaire n’est pas restreint au domaine agricole, mais sert aussi a diagnostiquer
I'état d'un écosysteme dans les foréts [174], la pollution de Iair [175], ou encore la pollution
des sols via des plantes qui stockent particulierement certains éléments [176],... Etre capable, a
I’aide de la LIBS, de détecter facilement ces derniers éléments dans les plantes ouvre donc de
nombreuses perspectives a cette technique.

A titre d’exemple, citons les travaux d’Elless et al. [177], dans lesquels les auteurs s’intéressent
a certaines plantes pour leur capacité a stocker quelques minéraux utiles a ’homme afin d’en
faire des compléments alimentaires. L’analyse des éléments a nécessité une longue préparation des
échantillons (séchage, dissolution dans une solution acide,etc.), et aurait pu étre avantageusement
remplacée par la LIBS.

Cependant, avant toute application, il est nécessaire, pour apprécier les potentialités de la

méthode, d’identifier les raies pertinentes et de trouver quels sont les éléments détectables par

LIBS.

4.3 Echantillons analysés

Nous avons fait plusieurs campagnes de mesures LIBS avec les feuilles. La premiere, a laquelle
j’al activement participé, a eu lieu en juillet 2005. Nous avons analysé les feuilles de différentes es-
sences, dont le laurier, le marronnier, le sureau, le rosier, ’érable, le tilleul. Ces feuilles, ramassées
le matin de 'expérience, sont scotchées bien a plat sur un support de plexiglas en prenant soin de
ne pas toucher les parties a analyser. Ces mesures ont été faites avec des feuilles de provenances
différentes avec 'hypothese de trouver une signature de l'origine des plantes, mais les résultats
n’ont pas été satisfaisants. Nous n’avons donc gardé de cette campagne que les résultats prove-
nant de feuilles ramassées sur le campus de I’Université Lyon 1, et sur lesquelles les expériences
ont été faites avec plus de précaution. C’est particulierement le spectre des feuilles de marronnier

qui nous a servi de référence pour I'analyse exhaustive des raies observées (paragraphe 4.4).

Deux autres campagnes de mesure, auxquelles je n’ai pas participé, ont été réalisées 'une en
octobre 2005 et 'autre en juillet 2006. Ces expériences, étudiant les mémes essences (en ajoutant
bouleau et ginkgo biloba), a la fois sur le recto et le verso des feuilles, étaient motivées par la
mise en évidence des signatures spectrales de la saison et de la face des feuilles. Bien que n’ayant

pas participé aux expériences, ’analyse de leurs données constitue une part importante de mon
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travail de these, qui comprend la détection exhaustive des pics intéressants dans les feuilles.

4.4 Eléments observés par LIBS dans les feuilles

Raies principales

De la méme fagon que pour les bactéries, le spectre LIBS contient une kyrielle de raies. Les

raies les plus importantes, bien visibles, sont présentées dans le tableau V.2. Dans 'exemple

donné figure V.14, certaines essences contiennent des éléments en trop faible quantité pour étre

visibles dans le spectre : on peut ainsi conclure que I'aluminium n’est pas contenu en quantité

suffisante pour étre détecté, dans la feuille de tilleul analysée. Cet exemple montre combien la

LIBS est une méthode intéressante pour analyser I’aluminium absorbé par les plantes.

Parmi les éléments facilement détectés, on trouve essentiellement des macroéléments, mais

pas uniquement. La présence importante d’aluminium, notamment, peut paraitre surprenante,

ainsi que ’absence de soufre, de phosphore. La faiblesse des pics d’azote peut, quant a elle,

s’expliquer par la faiblesse des liaisons organo-métalliques comparées aux liaisons organiques

C — N.

Z | éléments | raies les plus pertinentes (en nm)
ClI 247.86

11 Na I 589.00, 589.59
11| Nall | 300.74, 300.91
12| MgI | 518.36, 383.23, 517.27, 285.21
12 | MgII | 279.55, 280.27, 279.8, 279.08
13 All 396.15, 394.40, 309.27, 308.22
14 Sil 288.16, 390.55, 251.61, 250.69
19 K1 766.49, 769.90, 404.41, 404.72
20 Cal 422.67, 430.25, 616.22, 445.48
20| Call | 393.37, 396.85, 317.93, 373.69

TaB. V.2 — Pics principaux des éléments les plus visibles. Les raies les plus intenses

du spectre sont représentées ici de facon non-exhaustive, et par importance décroissante pour chaque

élément.

Pics secondaires



V. Spectroscopie de Plasma Induit par Laser (LIBS) 108

Marronnier
Erable
Sureau

) 396.85: Call
Tilleul ‘

]

393.37:Call

396.15: All

intensité (u.a.)

394,40 : Al
i

Lambda (nm)

Fic. V.14 — Aluminium. Les raies de ’aluminium sont bien visibles dans toutes les feuilles sauf

dans celles de tilleul.

D’autres pics, présentés dans le tableau V.3, sont bien moins visibles, mais cependant décelables
sans ambiguité. Parmi eux, I’hydrogene et l'oxygene qui sont les principaux constituants de la
feuille. La figure V.15 présente les doublets de ces deux éléments, bien stir contenus dans toutes
les feuilles (sous forme d’eau notamment), mais dont les pics ne sont pas toujours visibles. On
constate d’ailleurs que les deux pics fonctionnent de maniere concomitante quelle que soit 1’es-
sence : aucun des deux n’est visible pour le sureau, alors que les deux sont visibles pour le
laurier ou le marronnier. Cette constatation indique que ces pics proviendraient des molécules
d’eau présentes dans les feuilles plutot que des atomes d’hydrogene et d’oxygene de la masse
seche de la feuille. Elle est appuyée par le fait que les pics des autres éléments ne présentent pas
de corrélation avec les deux éléments : il ne s’agit pas d’une meilleure ou moins bonne efficacité
d’ablation.

Les autres pics secondaires correspondent soit a des oligoéléments, soit a d’autres éléments
qui proviennent de ’environnement de I’arbre comme ’eau ou le sol [169]. Ainsi, le lithium, le
titane (voir figure V.16) et le strontium sont détectés par LIBS grace a la grande sensibilité de
la méthode. L’analyse de feuilles par la LIBS peut assurément étre utilisée avec profit pour une

étude de la pollution au lithium, strontium et titane, des eaux ou du sol.

Pics tres faibles

En analysant tres minutieusement les spectres, on arrive a déceler encore trois éléments

- azote, rubidium et baryum - dont les pics sont récapitulés dans le tableau V.4. Pour leur
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éléments | raies les plus pertinentes (en nm)
HI 656.27, 656.29 (doublet non résolu)
Lil 670.79
01 7772, 7774
Til 428.27, 428.91, 501.42, 502.56
Ti 11 334.94, 336.12, 337.28
Mn I | 403.08, 403.31, 403.45
Fel | 371.99, 302.06, 299.44
Fe 11 275.57, 274.93
Cul 324.75
Sr 1 460.73
Sr 11 407.77, 421.55

TaB. V.3 — Pics moins intenses mais bien visibles dans les feuilles. Certains pics ne sont

pas visibles avec toutes les essences. Les raies sont classées par importance décroissante.

—— Laurier —— Laurier 777.2-777.4: 01
—— Marronnier —— Marronnier doublet
sd | — Rosier 656.27-656.29 : H1

— Rosier
—— Erable 61 | — Erable
—— Sureau —— Sureau
6 -
S 4
4-% .
Z-MM

T T T T T T T
655 660 772 774 776 778 780 782
Lambda (nm) Lambda (nm)

intensité (u.a.)
intensité (u.a.)

Fic. V.15 - Hydrogene et Oxygene. Les doublets (ici non ou peu résolus) de l'oxygéne et de
I’hydrogeéne ne sont pas visibles sur toutes les feuilles. Ces pics ont une importance variable en fonction

des essences.

détection, il est indispensable de moyenner longtemps afin d’avoir un bon rapport signal sur
bruit. La probabilité d'une identification erronée de ces raies étant plus élevée que pour les
autres, j’ai scrupuleusement vérifié qu'il ne s’agissait pas de raies fantémes (voir paragraphe 2)
ou de raies appartenant a d’autres éléments. L’azote, un macroélément, n’est visible que dans
le spectre des feuilles d’érable, et avec un tres faible rapport signal sur bruit (voir figure V.17).

Cela prouve que N est difficile a détacher d'une molécule. L’élément est cependant visible dans
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—— Laurier —— Marronnier 498.17: Til 499.95 : Ti 1 .
—— Marronnier e —— Erable 499.11:Til 501.42: Til
671.77 : Cal s ~
— Rosier g | —Sureau
6 | —— Erable Tilleul
—— Sureau 670.79 : Li I
5

4 334.94:Till

T T T T T T T A T T T
670 671 672 673 334.0 3345 335.0 3355 498 499 500 501
Lambda (nm) Lambda (nm)

intensité (u.a.)
intensité (u.a.)
P

Fi1G. V.16 — Lithium et Titane. Sur la figure de gauche, la seule raie visible du Lithium dans le
spectre. Le Lithium n’est pas visible pour toutes les essences. A droite, extrait des spectres avec les raies
du titane. Au contraire du lithium, de nombreuses raies sont visibles dans le spectre, rendant faciles

leurs identifications.

les spectres LIBS d’autres échantillons organiques que nous avons analysés précédemment, telles
les bactéries (partie 3). La présence de plusieurs raies du méme élément permet d’en confirmer
la présence comme ici avec ’azote et le baryum. Ce pic a de plus été observé de nombreuses fois,
comme en témoignent Eppler et al. [178], qui détectent le baryum dans les sols des 42 ppm en
masse ; Ba I n’est pas détecté car l'intensité de ses pics d’émission est bien plus faible [157]. Le
cas du rubidium (figure V.17) est plus délicat et j’ai redoublé de précautions avant d’affirmer sa
présence. Ce pic est visible sur toutes les feuilles analysées, ce qui indique qu’il ne s’agit pas de

bruit : la présence de ce pic tres faible est bien reproductible.

éléments | raies les plus pertinentes (en nm)
NI 746.83, 744.33
Rb1 780.03
Ba Il | 455.4,493.41

TAB. V.4 — Pics trés faibles. Ces pics ont un trés faible rapport signal sur bruit et ne sont pas
visibles avec toutes les essences. Il est indispensable, pour les détecter, de moyenner sur de nombreux

spectres.

Bilan : éléments détectables par LIBS dans les feuilles

La figure V.18 présente le tableau périodique avec tous les éléments qui ont été détectés

en LIBS dans les feuilles d’arbre ramassées dans notre campagne de mesure de juillet 2005. 11
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Fic. V.17 — Azote et Rubidium. Seul I’érable présente des raies d’azote, cependant a peine

visibles. La présence de plusieurs raies dans le spectre aide a 'identification de I’élément comme dans

le cas du baryum (non présenté ici). Le rubidium ne présente qu’une raie visible dans le spectre : sa

présence a été vérifiée avec précaution.

pourra étre utile aux applications potentielles, dans la mesure ou tous ces éléments peuvent étre

détectés par LIBS dans des conditions équivalentes.

—
1 2
) Légende . . 5 " - .
H =egende - éléments les plus visibles element non visible dans le spectre : o He
Hydrogen J les raies principales sont absentes sans ambiguité e
| 00794 . . 4.003
] 4 | éléments visibles : élément présent dans 5 6\ T \PES 9 10
Li Be raies bien contrastées #  certaines essences analysées B C N o F Ne
Lithium | Bl 1z 5 s p seulement Botoh Carbon Nitregen #[} Oxygen Flyorine Neon
.94 | 9.012152 élements trés peu visibles : 10,811 1400674 | %5.9904 |18 sosa0ia] 20,1797
11 raies sortant a pein du bruit 7 16 18
Na Si S Ar
Sodium Silicon Sulfur Argon
084 5 312.066 30.948
9 21 B2 | 26 27 28 PIEZON] 30 31 32 34 36
Se | Ti Fe | Co Ni | Cu | Zn | Ga Se Br | Kr
Caleium Seandivm Titanium J] Visssdisen % lron Cabalt el % copper Zin Callitr Arsenic Selenium Bromine Krypton
9.098 075/ | 44955910 | “7.8637 | 50,0415 g5.845 | 58933000 5816934 | Na3.54¢7 | 6530 | 69,923 7492160 | 7H96 | 79904 | 8380
737 38" 39 40 41 44 45 46 47 48 49 51 52 53 54
Rb | Sr Y Zr | Nb Ru | Rh | Pd | Ag | Cd | In Sb | Te I Xe
Rubidium  Strontium § Yitrium Zireotuim Niobium Muolybdenirm Taseti Ruthenium Rhodium Palladium Silver Cadmuim Indiui Antimony Tellurium lodine Xenon
| ‘e5.4678" | \87.62/ | 88.90585 | 91200 | 9290638 | 9504 (98 10107 10290550 106.42 | 1078682 | 112410 | 114818 121760 | 127.60 |126.90447] 131.29
55 PKS6 57 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 83 84 85 86
Cs | Ba | La Hf | Ta W Re | Os Ir Pt | Au | Hg | TI Bi Po | At | Rn
exanm Barium Lanthanum Hafnium Tantalum Tamgsten Rhenium Osmium Indium Platinum Gold Mereury Thallium Lead Bismuth Polonium Astatine Radon
200545 137327 | 1380085 | 178.49 [ 180.9479 | 1wis4 | 186207 | 19023 [ 192217 | 195.078 [196.96655 200.59 | 2043833 | 2070 [208.98038| (209) (210) (222)

FiGc. V.18 — Tableau périodique avec mise en évidence des éléments que I’on détecte

par LIBS sur les feuilles. Les cases grisées correspondent aux éléments dont les raies principales

LIBS observées dans d’autres études sont absentes de nos spectres. Les éléments des cases laissées

blanches n’ont pas été recherchés spécifiquement. Leurs raies, si elles existent, sont trés faibles dans nos

spectres.
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5 Analyse de feuilles par LIBS : effet de la face et de la

saison

5.1 Motivations

La LIBS présente I'avantage d’étre une méthode de surface : avec une impulsion laser fem-
toseconde de 'ordre du milliJoule, les trous sur les feuilles font quelques dizaines de microns
en largeur et une centaine de nanometres en profondeur [179]. Cette caractéristique a permis
a Samek et al. [180] d’effectuer une mesure spatiale de la concentration en fer dans les feuilles,
mesure qui a pu étre corrélée avec succes a une mesure RMN. Ils montrent que le fer est plus
concentré sur les nervures et donc qu’il est possible de cartographier, par LIBS, la concen-
tration de différents éléments sur une feuille. Dans notre équipe, nous avons choisi d’analyser
spécifiquement les deux faces d'une méme feuille, en moyennant les points d’ablation sur toute sa
surface. C’est un objectif difficile car il n’existe que de faibles différences biologiques entre faces
supérieure et inférieure des feuilles d’arbres. Parmi ces différences, on peut noter la présence de
stomates, cellules nécessaires a la transpiration, en quantité plus importante sur la face inférieure
(83, 181]. Le parenchyme, un type de tissu contenant les chloroplastes?, est quant & lui bien plus
dense au niveau de la face supérieure. Chercher des différences spectrales entre les deux faces de
la feuille, en moyennant sur toute la feuille, est donc un probleme délicat que nous avons résolu.
L’avoir dépassé fait espérer que la LIBS aura un avenir florissant dans I'analyse foliaire! Dans
la suite, on appellera recto la face supérieure de la feuille, et verso I'autre coté.

Nous nous sommes aussi intéressés aux effets de saison avec des campagnes de mesures en
juillet 2005, octobre 2005, et juillet 2006. Des effets saisonniers ont déja été reportés a 'aide
des méthodes classiques d’analyse foliaire [174], et nous allons montrer ici que la LIBS peut
aussi faire ce type d’analyse. Signalons aussi que les changements entre les saisons dépendent

des essences analysées.

5.2 Corrélations entre les différents spectres

Pour étre capable de trouver les points communs entre faces supérieure et inférieure des
feuilles de différentes essences, j’ai calculé les coefficients de corrélation entre les différents

spectres, recto et verso. Le coefficient de corrélation entre deux spectres X et Y, s’écrit :

dLes chloroplastes sont des organelles de couleur verte participant a la photosynthese. La forte densité de ces

cellules sur la face supérieure explique la teinte foncée du recto.
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Cov(X,Y Y olwi =T (i — 7
var(X).var N _ N _
VEY =12 X (4 — )2
€
ou chaque spectre est considéré comme un vecteur X = : , avec x; l'intensité pour la
TN

i¢™ longueur d’onde, et T la moyenne de tous les points du vecteur. var(X) et Cov(X,Y) sont
respectivement la variance de X et la covariance de X et Y et sont définis dans la formule.

Il s’agit d’'une méthode statistique qui permet d’identifier des échantillons en comparant leur
spectre LIBS a une librairie de spectres. Son efficacité a été démontrée avec des alliages par
'équipe de Winefordner [182]. Elle a depuis été utilisée avec succes pour de nombreuses appli-
cations comme l'identification de poteries [183], d’échantillons biologiques [184], de polymeres

[185], etc... Il s’agit d’ailleurs, avec la PCA®, de la principale méthode d’identification utilisée en
LIBS.

Era-Dos |Era-Face|Laur-Dos| aur-Facqd Ros-Dos Rus-FaceI
Erable-Dos 1 C!Q»'[ | 0.83 081 § 032 'ﬂgﬂ )
Erable-Face | 0.91 L 091 | 094 | 093 | 095 _
Laurier-Dos 0.83 091
Laurier-Face | .81 0.94 0.9
Rosier-Dos i ﬂaﬁg '[193 .
Rosier-Face | 090 095 ]

Fic. V.19 — Corrélations entre différentes essences, recto-verso (extrait). Les cases
coloriées en rouge correspondent a des coefficients supérieurs a 0.95, en orange supérieurs a 0.9, et en

Jjaune inférieurs.

L’utilisation de la méthode sur les feuilles n’est cependant pas convaincante (voir figure V.19) :
il n’y a pas de corrélation spécifique entre recto et verso des différentes essences, ni entre deux
feuilles différentes de laurier (non présenté ici). On tire la méme conclusion avec une autre
série d’expériences faites en octobre 2005. La méthode d’identification de feuilles par LIBS ne
fonctionne donc pas ici, car cette méthode est généralement utilisée avec un spectre plus petit qui

ne contient que quelques raies de deux ou trois éléments pertinents. Ainsi la méthode s’améliore

¢la PCA, pour “Principle Components Analalysis (Analyse par Composantes Principales), est une méthode
statistique qui identifie les coordonnées (ici une combinaison linéaire des longueurs d’onde) les plus pertinentes
pour 'identification d’un échantillon au sein d’un ensemble d’échantillons (comme différents alliages similaires).

Mathématiquement, on réalise un changement de base pour diagonaliser une matrice.
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si 'on restreint les corrélations sur la partie du spectre entre 392 et 398 nm qui comprend
deux raies de calcium et deux raies d’aluminium. Cependant, les spectres LIBS des échantillons
biologiques demeurent tres semblables entre eux.

Les corrélations entre spectres ne sont donc pas adaptées a 1’étude des feuilles d’arbres par

LIBS, c’est pourquoi il est préférable de ne s’intéresser qu’a quelques pics particuliers.

5.3 Comparaison élément par élément

Notre équipe a démontré la pertinence de ne s’intéresser qu’a quelques éléments bien choisis
pour la discrimination de bactéries [164]. Pour un biologiste, les résultats sont alors plus faciles
a interpréter qu’avec des méthodes d’analyse purement statistiques, et ressemblent plus a ceux
de I'analyse foliaire traditionnelle. Le gros travail de dépouillement effectué (partie 4) a été un

préliminaire indispensable a la sélection des pics nécessaires a cette étude.

Normalisation des spectres

Malheureusement, 1’analyse quantitative des essences par LIBS présente d’importantes limi-
tations. Les plus importantes sont d’'une part la faible reproductibilité (dispersion des données
de l'ordre de 10%) qui impose de moyenner sur beaucoup de spectres, d’autre part l'effet im-
portant de la matrice sur les signaux LIBS [182]. Normaliser le spectre par rapport a une raie
particuliere, en général la raie 247.86 du Carbone, permet de s’affranchir en partie des effets de
matrice et d’améliorer la précision des mesures [186]. C’est pour cette raison que I'on compare
les feuilles en s’intéressant aux pics d’un élément, normalisés soit par des raies du calcium, soit

par la raie 247.86 du carbone.

Choix des éléments pertinents

L’étude différentielle entre recto et verso des feuilles présente une signature bien visible des
raies de l'aluminium. J’ai donc comparé les rapports Al/Ca pour les différentes essences, recto
et verso. Pour s’affranchir au mieux du rayonnement de type corps noir, j’ai choisi de normaliser
par les raies 393.4 et 396.9 nm du calcium, car celles-ci sont tres proches des raies d’aluminium.
J’ai aussi normalisé par la raie 247.86 du carbone, dans les cas ou le calcium varie beaucoup.
Les éléments choisis pour effectuer les comparaisons sont l’aluminium, le carbone, le calcium,
le magnésium, la silice, le potassium, le titane et le fer, dont les raies correspondantes sont

répertoriées dans le tableau V.5.
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éléments | raies utilisées
Al 394.40, 396.15
Mg 279.8, 280.27
Si 250.69, 251.61

K 766.49, 769.9

Ti 428.27, 428.91

Fe 371.99

Ca 393.37, 396.85 (normalisation)
C 247.86 (normalisation)

TAB. V.5 — Pics utilisés pour les comparaisons des spectres.

5.4 Analyse des feuilles recto-verso

L’analyse globale des spectres, qui montre la plus forte présence d’aluminium dans les faces
supérieures des feuilles, est confirmée de fagon claire en comparant les rapports Al/Ca et Al/C des
recto et verso des feuilles de la campagne d’octobre 2005. De plus, toutes les essences analysées
(érable, laurier, rosier, platane, bouleau, ginkgo) présentent un rapport plus important pour le
recto que pour le verso (tableau V.6). Le résultat le plus spectaculaire étant obtenu avec I’érable
(figure V.20), pour lequel les raies d’aluminium sont plus de dix fois supérieures pour le recto,
quelle que soit la normalisation choisie. Ce résultat intéressant montre a nouveau que la LIBS est
une bonne méthode pour les agronomes, sa capacité a analyser de facon différentielle certaines

surfaces étant un atout supplémentaire.

Aluminium (recto/verso) érable | laurier | rosier | platane | bouleau | ginkgo
normalisé par Ca, Octobre 05 | 16.9 2.8 1.7 1.8 3.9 3.0
normalisé par C, Octobre 05 | 12.4 1.6 1.6 2.5 3.7 2.7
normalisé par Ca, Juillet 06 2.85 1.07 5.16 2.32 1.30 5.08

TAB. V.6 — Aluminium des feuilles : analyse recto/verso. Il s’agit du rapport recto sur verso
de l'intensité des raies d’aluminium, normalisées soit par celles du calcium, soit par celle du carbone.
La barre d’erreur estimée pour ces différents rapport est asymétrique (-20% et +60%) ; les rapports

restant toujours supérieurs a 1 pour la campagne d’octobre 2005.

Le silicium présente aussi le méme type de comportement bien marqué, bien que les raies

observées soient plus faibles, et donc plus sensibles au bruit. Pour chaque essence, les raies de
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Face supérieure (recto)

Face inférieure (verso) 396.8 - Ca

30

20 3934-Ca

Intensité (u.a.)

394.4 - Al

. : T ™ T . : .
392 393 394 395 396 397 398
Lambda (nm)

F1G. V.20 — Aluminium des feuilles, recto/verso pour 1’érable. Le cas de I’érable est sans

ambiguité : la teneur en aluminium est bien plus importante sur la face supérieure.

silice, normalisées soit par le calcium, soit par le carbone, sont plus importantes pour le recto que
pour le verso. Pour les autres éléments observés, il n’y a pas de comportement commun a toutes
les essences : citons le fer, avec une concentration bien plus grande sur la face supérieure pour
I’érable. Il est tres difficile de comparer ces résultats avec la littérature, car les méthodes clas-
siques analysent la feuille entiere. Enfin, en juillet, les résultats mesurés different de la campagne

d’octobre : nous avons alors étudié 'effet de la saison.

5.5 Effet de la saison

Variation du calcium : contradiction avec la littérature

On divise I'intensité des raies normalisées d’octobre 2005 par rapport a celles de juillet 2006,
pour les deux faces. Le tableau V.7 montre que nous détectons beaucoup plus de calcium en
juillet qu’en octobre. Cela est contraire a ce qui est reporté dans la littérature, puisque le calcium
est connu pour se déplacer préférentiellement vers les feuilles en automne [174]. 11 faut cependant
noter que cette conclusion n’est vraie qu’en moyenne et que certaines études mesurent d’impor-
tantes variations sur quelques jours. Citons notamment Coleman et al. [187], dont 'ajustement
des données montre une variation croissante de calcium dans la saison, mais avec certaines
mesures de concentration du calcium en automne inférieures a celles juillet. La concentration

foliaire en calcium peut ainsi augmenter rapidement suite a des pluies importantes ou a une
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température moyenne élevée [174]. Cela pourrait expliquer nos résultats’ - une concentration
plus élevée en calcium pour la campagne d’automne - dont la reproductibilité est spectaculaire
entre les différentes essences (seul le ginkgo biloba se distingue). Notons que les variations an-
nuelles peuvent aussi jouer un role - les deux campagnes visant a observer des effets saisonniers
ayant été réalisées en 2005 puis 2006. Bien qu’en général le taux de calcium est connu pour ne pas

varier beaucoup d’une année sur 'autre, quelques études trouvent des variations significatives

[188].

Calcium (octobre/juillet) | érable | laurier | rosier | platane | bouleau | ginkgo

normalisé par C 0.24 0.60 0.26 0.52 0.19 1.36

TaB. V.7 — Calcium : analyse saisonniére. Chaque quantité est la moyenne des rapports

saisonniers pour les deux faces.

Interférence avec ’atmosphére ambiante

Cependant, I'interférence avec le calcium de I’air qui, comme le sodium, présente une concen-
tration importante dans l’atmosphere [161, 189], expliquerait aussi ce résultat surprenant. La
grande reproductibilité serait alors due a un artefact de 'expérience, puisque tous les échan-
tillons ont été analysés le méme jour. Une méthode usuelle pour limiter les interactions du
plasma avec I'atmosphere est de faire 'expérience avec une atmosphere controlée de gaz neutre,
'argon étant admis comme le meilleur candidat [190]. Dans le cas contraire, pour garder un mon-
tage expérimental simple et donc plus facilement applicable, je préconiserais de faire un spectre
LIBS de deux plaques de référence (un métal et un matériau organique par exemple) avant
chaque série d’expériences. Un taux plus élevé de calcium ou/et de sodium dans I'atmosphere

serait ainsi repéré, et aiderait l'interprétation des spectres.

Augmentation de silice et de fer en automne

Il n’est donc pas raisonnable pour cette étude saisonniere de choisir les raies du calcium pour
normaliser ; pour cela, on choisit la raie habituelle du carbone.
En normalisant par le carbone, on repere une augmentation du fer a 'automne (figure V.21),

ce qui est compatible avec les autres études [174] qui tendent & montrer que le fer s’accumule dans

fPar contre, les rapports obtenus, jusqu’a cinqg fois plus de calcium en juillet, semblent peu compatibles avec

les variations journalieres.
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les feuilles au cours de la saison. L’augmentation, variable selon les essences, est spectaculaire
avec le ginkgo biloba. Cette conclusion reste vraie malgré une tres grande dispersion des mesures
qui peut s’expliquer par I'inhomogénéité des concentrations de fer sur la feuille [180]. Enfin, pour
certaines essences, le silicium est quasi absent des spectres pris en juillet : ¢’est le cas du laurier,

du bouleau et du ginkgo biloba.

Rapport de Fer : Octobre/Juillet
N
1

I 4 4 L
O.ml L 1

T T T T T T T T T T T
Erable Laurier Rosier Platane Boulot Gingko

Essences

Fic. V.21 — Rapport de la quantité de fer entre automne et juillet. On mesure une
quantité bien plus grande de fer a 'automne qu’en été. La premiére barre correspond a la face inférieure,
la seconde a la face supérieure de la feuille de I’essence considérée. Certains rapports dépassent largement

I’échelle choisie.

6 Conclusions du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons signifié les avantages d’une excitation femtoseconde pour I’étude
de bactéries par LIBS. La comparaison avec le régime nanoseconde a notamment indiqué une
plus grande sensibilité de détection des éléments de trace, grace a la création d’un plasma moins
chaud et donc d’un continuum moins important qui permet une détection plus précoce. Il a aussi
été montré que le plasma créé par impulsion femtoseconde présente moins d’interactions avec
I’air ambiant, et que la technique des séries cinétiques permet d’identifier I'origine des bandes
CN observées, atout indéniable pour la détection de matériau biologique. Ces succes nous ont
encouragés a poursuivre ’étude LIBS pour 'analyse foliaire, étude qui s’est révélée promet-

teuse. La LIBS pourrait devenir une méthode analytique d’avenir pour les feuilles : sensible
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pour détecter un grand nombre de minéraux des feuilles, elle peut étre utilisée a distance sans
préparation d’échantillon. Nous avons aussi signalé ses potentialités pour l'analyse foliaire en
terme d’analyse de surface ou pour I'étude des effets de saison. Cette mise en évidence encou-
rageante mérite de continuer les études LIBS pour ’analyse foliaire, en collaboration avec des

chercheurs agronomes.






Conclusion et perspectives

Les résultats présentés dans ma these concernent les apports des spectroscopies femtose-
condes pour la détection de bactéries ; les expériences ont été réalisées dans les différentes phases
physiques de la matiere : liquide, gaz, solide, et méme aérosol pour les gouttes. Deux approches
nouvelles pour la discrimination de molécules ayant des signatures optiques tres similaires ont
été proposées : la LIBS et le controle cohérent, qui présentent tous deux des premiers résultats

tres encourageants.

La distinction optique entre aérosols biologiques et non-biologiques avait été rendue pos-
sible par une double excitation ; la seconde impulsion, en excitant les molécules vers des états
supérieurs, diminue la fluorescence des chromophores biologiques, flavines et tryptophane, mais
pas celle du naphtalene dans le cyclohexane. Pendant ma these, nous avons montré le role du
solvant sur l'existence d’une déplétion, et proposé une interprétation en terme de potentiel d’io-
nisation. Une dynamique, faible, a été observée sur la déplétion du tryptophane, sur une échelle
de 'ordre de la picoseconde. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour interpréter
cette dynamique et pour comprendre completement l'effet de la déplétion. Ce mécanisme a
aussi été utilisé pour discriminer optiquement deux flavines, la riboflavine et la flavine mono-
nucléotide, a I'aide du controle cohérent de la premiere impulsion. Cette expérience, menée en
collaboration étroite avec le groupe d’Herschel Rabitz a Princeton, a nécessité un gros travail
préalable sur la stabilité du laser. Son succes tient a la grande difficulté de la tache, que méme
des expériences de spectroscopie fine de type Raman seraient incapables de surmonter® : distin-
guer des molécules contenant les mémes cycles aromatiques. Ce résultat ouvre de nombreuses
perspectives : le fagonnage en amplitude et en phase de I'impulsion excitatrice a 400 nm pour les
flavines, la discrimination avec une excitation faconnée a 270 nm pour le tryptophane et I'indole,
et par suite, pour les bactéries.

Lorsque 'on travaille avec des impulsions femtosecondes intenses en phase liquide, des effets

non-linéaires inattendus peuvent se produire. C’est le cas des filaments lasants, qu’il a été im-

gD’apres une discussion privée avec le professeur Spiro a Princeton.

121
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portant de caractériser pour éviter leur apparition lors d’éventuelles expériences “pump-dump”.
Nous avons ici mis en évidence le role des filaments, et une collaboration avec le groupe de
simulation de Luc Bergé au CEA de Bruyeres-le-Chatel a permis de comprendre 'influence de
la forte absorption a deux photons sur la taille des filaments. Ils sont de plus autoorganisés
en un réseau, a une distance caractéristique d’une centaine de microns les uns des autres. La
diffraction imposée par un diaphragme avant la cellule déclenche la naissance des filaments sur
les pics d’intensité présentant de forts gradients, ce qui est responsable d'une grande stabilité
du réseau de filaments. La coumarine utilisée est efficacement excitée a deux photons au sein
des filaments, qui forment ainsi plusieurs canaux a gain. L.’émission de fluorescence s’effectue de
fagon spontanée au sein de chaque canal, sans rapport de phase entre les différentes émissions :
la fluorescence en champ lointain est homogene. Une seconde impulsion “dump”, spatialement
cohérente, accordée a la bande de fluorescence de la coumarine, impose sa phase (par émission
stimulée) a la fluorescence de chacun des canaux de gain : on obtient une figure d’interférence

en champ lointain.

En phase gazeuse, on s’affranchit des interactions avec le solvant. Pour cela, nous avons
étudié la photodissociation des flavines et du tryptophane ionisés dans une trappe électrique
quadripolaire, dans ’espoir de voir une dynamique moléculaire. Avec le tryptophane, les mesures
n’ont pas été suffisamment reproductibles pour observer l'effet de I’excitation par une seconde
impulsion sur la photodissociation, selon le méme principe que les expériences de déplétion. Le
trop petit taux de dissociation, du a la faible énergie de I'impulsion a 270 nm et a la faible
section efficace d’absorption du tryptophane en phase gazeuse, est un probleme qui a été résolu
pour les flavines, par le choix d’une excitation plus intense, a 400 nm. Ainsi, la fragmentation
de la FMN présente plusieurs voies de dissociation, et 1’ajout de la seconde impulsion permet
de les controler : 'importance de certains fragments augmente avec l'intensité de 'infrarouge
au détriment des autres. Cependant, des calculs sont nécessaires pour comprendre comment la
seconde impulsion agit pour favoriser certaines voies de dissociation aux dépens d’autres : une
collaboration avec le groupe de Serrano-Andrés a Valence (Espagne), spécialiste des calculs pour

les flavines, est ainsi envisagée.

Enfin, nous avons montré que la technique LIBS femtoseconde est prometteuse pour la discri-
mination rapide des bactéries. Une excitation tres courte présente I’avantage de créer un plasma
bien moins chaud qu’avec une excitation nanoseconde, et donc de s’affranchir plus tot de I'effet
du continuum. Cela nous a permis de valoriser la méthode pour la détection d’éléments de trace,
nécessaires a la discrimination des bactéries. De plus, ’excitation femtoseconde donne naissance

a un important signal des bandes C' — N ; une étude cinétique détermine si elle provient du
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matériau, ou d’une interaction avec l'air ambiant, aidant ainsi la caractérisation de matériau
biologique. Ces succes nous ont encouragés a répéter I'expérience pour 'analyse foliaire, qui a
obtenu des résultats tres favorables pour 1’étude de la surface des feuilles, et pour celle des varia-
tions saisonnieres des concentrations en minéraux. Une collaboration avec des agronomes serait

profitable pour adapter la technique aux besoins de ’agronomie.

Nous avons utilisé plusieurs méthodes de spectroscopie femtoseconde dans le but d’améliorer
la détection optique de bactéries : spectroscopies de fluorescence, de masse, et de plasma. Ces
techniques, aux avantages et inconvénients spécifiques, sont bien complémentaires. Leur étude
simultanée est d’autant plus intéressante que des travaux exploitent déja l'intérét d’utiliser ces
méthodes de fagon couplée [10], pour une détection qui puisse devenir précise, spécifique et

quantitative.






Annexe A

Impulsion femtoseconde : génération et

propagation

Le but de cette annexe est de montrer comment sont générées les impulsions femtose-
condes et comment elles se propagent ; une application a cet exposé volontairement descriptif
et pédagogique est la correction de la dispersion dans une expérience pompe-sonde a deux cou-
leurs, compensation prise en compte dans les expériences de déplétion présentées ici. Elle se veut

pédagogique, afin de servir aux futurs doctorants notamment.

1 Génération d’une impulsion femtoseconde

On peut décrire le champ électrique E(t) d'une impulsion breve gaussienne®, sa représentation

complexe E(t), et son intensité I(t), de la fagon suivante :

2

E(t) = Eyeap (—;—72> cos(wot) (A1)

t2

Et) = Epexp (—272
) = I exp <—t2)

T2

)t

L’oscillateur femtoseconde que nous utilisons au laboratoire® délivre des impulsions de 12 fs
(de largeur a mi-hauteur de lintensité, i.e. 7 ~ 7,2 fs), a une longueur centrale de 810 nm

(wo > 2,3.10% Hz), ce qui ne correspond qu’a quelques cycles optiques (figure A.1).

aLe choix de I'enveloppe gaussienne permet de faciliter les calculs. Les principes généraux obtenus restent

valables pour d’autres formes d’impulsions, sécante hyperbolique par exemple.
PLa largeur temporelle de I'impulsion amplifiée est bien plus importante (de I'ordre de 120 fs).

125
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—— Champ E
— -— Enveloppe de l'intensité
1.0 N
0.5
0.0 1
0.5
1.0
T T T T T T T T T T T 1
-60 -40 -20 0 20 40 60

t (enfs)

Fic. A.1 — Impulsion de 12 fs 4 810 nm.

Dans 'espace réciproque, par Transformée de Fourier, le champ électrique s’écrit :

Ew) = V2rr exp (—%) (A.2)

D’apres 'équation A.2, il est clair que pour générer une impulsion courte (7 petit), il faut un
spectre large : il s’agit d’une propriété générale de la Transformée de Fourier, quelle que soit la
forme de 'enveloppe. De facon opposée, le spectre des lasers continus est fin. Plus précisément,

I'inégalité d’Heisenberg relie les largeurs temporelles et spectrales par :

At Aw > + (A.3)
2
Jo 2 (t)dt .
avec At = | o écart quadratique moyen (tempore
At f°° T l'écart quadrat (t l)
7 (w— w0)2]A(w)dw
et Aw = = — l'écart quadratique moyen (fréquenciel)
ffooo I(w)dw

I’égalité n’étant réalisée que pour un profil d’impulsion gaussien, lorsque la phase répond a cer-
taines propriétés, i.e. qu’elle soit nulle, comme dans I’équation A.2, ou qu’elle dépende linéairement
de la longueur d’onde.

Pour répondre a ces exigences (spectre large, phase nulle), l'oscillateur du laboratoire utilise
le spectre d’émission large d’une matrice de saphir dopée au titane, et bloque la phase des

modes a l'aide d’une lentille a effet Kerr (voir paragraphe 1.1 page 3). Dans une cavité laser, ces
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modes sont séparés spectralement par “l'intervalle spectral libre”¢, c¢’est-a-dire par ==, ou L est

2L
la longueur de la cavité. On peut ainsi décrire 'impulsion par un paquet d’ondes de la forme? :
N
c
Elt) =S4, [( 2 .—)t n} Ad
(1) HZ:; cos w+n7r2L +¢ (A.4)

Supposons constante la phase ¢; des différents modes. A ¢ = 0, tous les modes n présentent
un maximum, et interferent de fagon constructive; a un temps légerement ultérieur, du fait
de la différence de fréquence des différents modes, ils sont ensuite déphasés et interferent des-
tructivement. La figure A.2 illustre ce phénomene d’interférence avec quatre modes (N = 4)
ou l'on remarque que l'intensité maximale est obtenue lorsque tous les modes sont en phase.
L’interférence constructive de tous les modes se répete au bout de chaque temps T = %, cor-
respondant a un aller-retour de I'impulsion dans la cavité, ce qui fixe le taux de répétition du
laser 57. Et, par Transformée de Fourier, dans 'espace des fréquences, la séparation entre les
modes est Av,, = 57. La figure A.2 a été construite avec des modes de méme amplitude A,. En
réalité, comme pour le gain de la cavité, 'amplitude des modes n’est pas constante : la figure A.3
montre ce cas avec 19 modes. Le laser a deux régimes de fonctionnement : la phase des modes est
soit aléatoire (figure A.3(b), fonctionnement “continu” du laser), soit constante (figure A.3(c),
fonctionnement “mode-locké”). Pour les impulsions de 12 fs délivrées par notre oscillateur, la
largeur spectrale de 75 nm et le taux de répétition de 90 MHz correspondent a quelques centaines

de milliers de modes.

2 Propagation du paquet d’onde

2.1 Temps de propagation

Lorsqu’'une onde se propage dans un milieu d’indice de réfraction n constant, toutes les
fréquences se déplacent a la vitesse £ avec un vecteur d’onde k(w) = ™. La propagation de
I'impulsion sur une distance z engendre alors un déphasage pour le mode [ de ¢; = —kj.x = "“Fwy,
ce qui correspond pour chacun des modes a un méme retard de 7 = "% par rapport a l'origine
temporelle : le paquet d’ondes se déplace sans se déformer. Ainsi, un déphasage linéaire en
w, ¢p(w) = to.w, est responsable du décalage temporel de I'impulsion de ¢y, sans déformation.

Il s’agit d’'une propriété de la Transformée de Fourier, car en notant f(w) la Transformée de

Fourier inverse (T'F'~1) de f(t), il vient :

TF (F(w)eap(jwio)) = F(t —to) (A.5)

°FSR en anglais, pour “Free Spectral Range”.

dRemarque : w; n’est pas la pulsation centrale wy.
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FiG. A.2 — Illustration du phénoméne d’interférences avec quatre modes de méme

amplitude.

Il est donc naturel de définir, quel que soit le déphasage des différents modes, le retard de

groupe 7 de la facon suivante :

~ 99

2.2 Propagation, déphasage et forme temporelle de I’impulsion

Des lors que la propagation s’effectue dans un milieu dispersif (i.e. tel que I'indice de réfraction
dépend de la longueur d’onde), les modes ne se propagent plus a la méme vitesse - la vitesse de
phase dépend de la fréquence. Pour cette raison, 'impulsion femtoseconde (i.e. le paquet d’onde,
qui correspond a l'interférence constructrive des différents modes) va elle aussi se propager a une
vitesse différente qui est en général la vitesse de groupe v,°. Dans la suite, on ne parlera plus de
vitesse de groupe, mais du retard 7 du paquet d’ondes, les deux quantités étant reliées dans le

cas général de la propagation sur une distance x, mais 7 est plus pratique a utiliser lorsque 'on

°La vitesse de groupe v, est la vitesse de propagation de I’énergie, sauf dans des cas bien particuliers pour
lesquels I'absorption est forte. La vitesse de groupe peut notamment dépasser ¢ dans ces cas, sans que ne soit

remise en cause la théorie de la relativité - la vitesse de 'impulsion restant inférieure a c.
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Fi1G. A.3 — 19 modes. A, correspond a la largeur 4 mi-hauteur, et non a I'écart quadratique moyen.
Le coefficient de proportionnalité, K, entre Ast et ﬁ dépend de la forme de I'impulsion : K=0,441

pour une enveloppe gaussienne, et K=0,135 pour une sécante hyperbolique.

manipule les composantes spectrales de I'impulsion dans un fagonneur.

Dans un milieu dispersif, les différentes vitesses de phase imposent un déphasage ¢(w) qui
n’est pas linéaire. Dans I'exemple d'un déphasage quadratique, ¢(w) = %(w — wp)?, le retard
de groupe varie de fagon linéaire 7(w) = A(w — wp). Il s’agit ici d'un glissement de fréquence
linéaire : les différentes composantes spectrales arrivent les unes apres les autres. Ce glissement,
de fréquence est appelé “chirp” en anglais, ce qui signifie “gazouillis”, par analogie aux chants

des oiseaux dont la fréquence varie. Dans cet exemple, si A est positif, les composantes rouges du

spectre! (i.e. les composantes de plus faible pulsation w) sont moins retardées et donc arrivent

fLes composantes “rouges” correspondent aux longueurs d’onde les plus élevées du spectre, car on choisit

implicitement comme référence un spectre visible.
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avant les autres, dans le front de I'impulsion. C’est ce qui se passe dans le cas d’une dispersion
dite positive (cas le plus courant), ou le front avant de l'impulsion est décalé vers le “rouge”
par rapport a la longueur d’onde centrale, et le front arriere est décalé vers le “bleu”. On parle
alors de glissement de fréquence (ou “chirp”) positif. Au contraire, si A est négatif, on parle
de glissement de fréquence linéaire négatif (ou “chirp” linéaire négatif). Pour représenter une
impulsion, plutot que de tracer sa phase et son amplitude en fonction de la fréquence, il est usuel
et pratique d’utiliser un spectrogramme qui représente les longueurs d’onde de 'impulsion en
fonction du temps (figure A.4). Une impulsion limitée par Transformée de Fourier, c¢’est-a-dire
de phase constante (et donc la plus courte possible étant donné son spectre), est représentée par
une ellipse horizontale ou verticale. Le glissement de fréquence se visualise par I'inclinaison des
axes. Notons qu’'un spectrogramme représente la fréquence en fonction du temps; bien que tres
pratique, cette représentation n’est pas totalement rigoureuse, car temps et fréquence sont deux
variables conjuguées qui permettent d’exprimer 'amplitude soit dans I'espace direct, soit dans
'espace de Fourier [191]. Techniquement, pour obtenir la Transformée de Fourier de 'intensité
correspondant a un temps donné, on multiplie préalablement I'intensité par une fenétre tempo-
relle finie, ce qui va donc diminuer la résolution spectrale. Pour limiter cet effet, on prend en

général une largeur temporelle de 'ordre de I'inverse de la largeur spectrale.
A

vers I'IR]

Front Front
avant arriére

Amplitude (u.a.)

front
arriere

T T T
-40 0 40

Temps (en fs)

vers 'UV temps

Fic. A.4 — Glissement de fréquence linéaire positif. Appelé aussi “chirp” positif : les hautes
longueurs (i.e. les basses fréquences) arrivent en premier. A gauche le spectrogramme, a droite la

représentation temporelle.

2.3 Déphasages constants, linéaires et quadratiques

Nous avons vu au paragraphe 2 (page 8) que l'on peut imposer un masque de phase (et

aussi d’amplitude voire de polarisation) aux différents modes de I'impulsion, afin de fagonner
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sa forme. Un déphasage identique de tous les modes n’a aucun effet visible sur les impulsions
de plusieurs dizaines de femtosecondes (a 800 nm). Par contre, pour les impulsions tres courtes,
de quelques, cycles, ce décalage est loin d’étre négligeable (figure A.5) et peut avoir des effets
physiques importants. De facon plus générale, le tableau A.1 résume l'effet sur 'impulsion de

plusieurs types de déphasage.

——¢=0rad ——¢=0rad
i ——$=25rad

Amplitude (u.a.)
Amplitude (u.a.)

Temps (en fs) Temps (en fs)

Fic. A.5 — Déphasage constant des différents modes. Ce déphasage a pour effet de faire
glisser la porteuse a l'intérieur de I’enveloppe. Cet effet est négligeable en pratique, sauf pour des

impulsions ne contenant que quelques cycles (a droite).

Déphasage Effet sur 'impulsion
Constant : ¢(w) = cst Glissement de 'onde dans la porteuse
(figure A.5)

Linéaire : ¢(w) = tow Retard de I'impulsion sans déformation de

t
Quadratique : ¢(w) = 5 (w —wp)? | Glissement de fréquence (“chirp”) linéaire

(figure A.4)

TaB. A.1 — Déphasage et effet sur I'impulsion.

2.4 Propagation dans du verre

La dispersion dans le verre n’est pas négligeable pour les impulsions femtosecondes, larges
spectralement (focalisation avec une lentille par exemple). L'effet est d’induire un retard, et
d’élargir les impulsions - ce dernier effet étant négligeable pour des impulsions d'une centaine
de femtosecondes. Lors d’expériences pompe-sonde, le retard induit est différent si les deux
impulsions sont de couleurs différentes, et il faut corriger cet effet pour déterminer 1'origine des

temps.
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Pour calculer la dispersion dans la silice fondue (transparent a l'ultra-violet), on utilise
I'équation de Sellmeier qui modélise l'indice de réfraction n en fonction de A [192] :

B\ By’ B3\’
2 + 2 + 2
X—Cp X2 =Cy XN -Cs

avec A en um, et les coefficients B; ;143 et C; =143 donnés dans le tableau A.2.

Matériau B By Bs 4 Cy Cs

Silice fondue | 6.96166.107°1 | 4.07942.107°1 | 8.9749.10—°% | 4.67914.10~93 | 1.35120.10~92 | 9.79340.100%

TAB. A.2 - Constantes B, ;—1,3 et C; ,—1,3 pour la silice fondue. D’aprés [192], le nombre

de chiffres significatifs a ici été diminué pour l’affichage.

Le déphasage ¢ induit par la traversée d’un morceau de verre d’épaisseur e est ¢ = n(wl‘w‘e,
ce qui induit un retard 7 donné par :
e on
T=-|nw)+w— A7
“ o)+ 03 (A7)

ou I'on distingue aisément les contributions des vitesses de phase (d’abord) et de groupe (ensuite).
La grandeur d’intérét est la différence A7 entre les deux ondes. Dans notre expérience, apres
recombinaison, les impulsions traversent la lentille en silice fondue (épaisseur e = 2,4mm au
centre) et la premiere paroi de la cellule, a 45" (épaisseur e = 1,77mm a 45°). En utilisant
I’équation A.7, on trouve un retard voisin de la picoseconde entre impulsions de longueur d’onde
centrale distincte, induits par la propagation dans le milieu dispersif qu’est la silice fondue
(tableau A.3). Entre les impulsions ultra-violettes et infrarouges notamment, il se crée un retard

de 2 ps suite au passage dans le verre : les courbes de déplétion sont corrigées de cet effet.

AT Lentille UV (en ps) | Paroi de cellule (en ps) | Total (en ps)

270-800 1,14 0,84 1,97
270-400 0,76 0,56 1,32
400-800 0,37 0,28 0,65

TAB. A.3 — Délais entre impulsions dus a la dispersion. Ces délais sont maximaux avec

I'impulsion a 270 nm, du fait de la forte augmentation de l'indice vers les basses longueurs d’onde.



Annexe B

Propriétés des chromophores utilisés

Cette annexe a pour objectif de rassembler quelques propriétés des chromophores que j’ai

utilisés pendant ma these, et particulierement du tryptophane et des flavines.

1 Le tryptophane

1.1 Fluorescence et solubilité

Le tryptophane est 1'un des trois acides aminés qui fluorescent dans le proche ultraviolet. Le
spectre d’absorption du tryptophane dans I'eau, dii aux électrons 7 de ses cycles aromatiques,
présente une bande d’absorption autour de 270 nm, et autour 200 nm ; sa fluorescence se situe
vers 360 nm. Son coefficient d’absorption est 5 580 L.mol~'.em™! & 278 nm [127].

C’est une molécule soluble dans 1’eau dont la solubilité dépasse 10 ¢g/L a température am-

biante (figure B.1). Sa masse molaire est M = 204,23 g.mol™".

1.2 Propriétés acido-basiques

Le tryptophane présente trois formes en fonction du pH, ses pKa étant 2,4 et 9,4 (figure
B.2). La forme acide est connue pour avoir une fluorescence tres faible; le quenching est du au

transfert d’un proton vers le cycle.

1.3 Potentiels d’ionisation et potentiels d’oxydoréduction

Le potentiel d’ionisation ainsi que le potentiel rédox dépendent du pH et du solvant. Le

tableau B.1 rassemble quelques valeurs. Les potentiels rédox sont donnés par rapport a NHE?;

®NHE (pour Normal Hydrogen Electrode) est I’électrode normale & hydrogene (couple H'/H,).
133
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—— Absorption
Fluorescence

0.5+

Solubilité (en g/L)

Absorption (a.u.)
Fluorescence (a.u.)

0.0+
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Lambda (nm)

300 700

Fic. B.1 — Tryptophane. Spectres d’absorption et

dans I'eau en fonction de la température [193].
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de fluorescence dans I'eau [127], et solubilité
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Fi1G. B.2 — Différentes formes du tryptophane dans I’eau, en fonction du pH.

pour avoir les valeurs par rapport & SCEP, il suffit de retrancher 0,23 V aux valeurs tabulées.

Solvant gaz pH 2 pH 7 pH 12 Ethanol | Acétonitrile
IP 7,8 [46] 4,5 [46, 52] 4,9 [52]
Eos 1,15 [194] | 1,015 [194] | 0,65 [194] 1,07 [195]

TAB. B.1 — Propriétés électroniques du tryptophane. IP est le potentiel d’ionisation en eV,

et E,; est le potentiel rédox en V par rapport a NHE, du tryptophane en fonction de différents solvants.

Pour I'eau, on remarque la diminution du potentiel rédox, et donc aussi du potentiel d’ionisation, avec

le pH.

PSCE (pour Saturated Calomel Electrode) est I’électrode de calomel saturée (couple HgoCly/Hg).
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1.4 L’indole

Cette molécule, semblable au tryptophane (figure B.3), a des propriétés optiques et électroniques
voisines de ce dernier : potentiel d’ionisation de 7.9 eV [47] en phase gazeuse, 4.35 eV dans I'eau

[47] et 4.85 eV dans ’éthanol [47].

Iz

Fic. B.3 — L’indole.

2 Les flavines

La famille des flavines est constituée de la riboflavine ou vitamine B2 (RbF), la flavine mono-
nucléotide (FMN) et la flavine adénine dinucléotide (FAD) (voir figure B.4 pour les structures).
La FMN et la FAD sont des coenzymes® (aussi appelées groupement prosthétique); elles sont
synthétisées par la plupart des organismes a partir de la riboflavine, qui constitue la source
biochimique de ces molécules. Les enzymes contenant des flavines, appelées flavoprotéines, sont
souvent des enzymes d’oxydoréduction, c¢’est-a-dire qui facilitent le transfert d’électrons.

La masse molaire de la riboflavine est 376,4 g.mol™!, celle de la FMN est 456, 3 g.mol™!, et
celle de la FAD est 785,6 g.mol L.

2.1 Fluorescence

Les spectres d’absorption des flavines dans I’eau sont tres similaires ; ils présentent une double
bande d’absorption autour de 400 nm, une bande autour de 270 nm, et une bande autour de
200 nm environ. La fluorescence des flavines se situe autour de 520 nm (figure B.5). Le coefficient

d’absorption de la riboflavine dans 1'eau est 33 000 L.mol~'.cm™ & 266 nm [127].

°Les enzymes, catalyseurs biologiques, sont constituées d’une protéine (appelée apoenzyme) et d’une molécule

organique de petite taille appelée coenzyme.
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FiGc. B.4 — Représentation de Fisher des flavines. Ces cycles hétéronucléaires organiques

caractérisent cette classe de molécules, et sont responsables de leurs propriétés optiques.
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Fic. B.5 — Absorption et Fluorescence de la riboflavine et de la flavine mono-

nucléotide. Les spectres sont quasi-identiques. FMN : Flavine mononucléotide, RbF : Riboflavine.

2.2 Solubilité

La solubilité de la riboflavine est faible (tableau B.2), et il est souvent nécessaire de chauffer

la solution et de la mettre dans un bain a ultrasons afin de dissoudre efficacement la poudre.
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Riboflavine 0,1¢9.L7" (0,13 g.L7' 4 13°C, 0,05 g.L7' & 7°C)
FMN 50 g.L~! (attention : création de dimere & plus haute concentration?
FAD 5g.L71

TAB. B.2 — Solubilité dans I’eau et a 20°C des flavines. La présence du groupement phosphate
est responsable de la forte solubilité pour FMN.

3 Le naphtalene

Le naphtalene est une molécule organique non-biologique. Cette molécule a été utilisée dans
nos travaux pour simuler les suies de combustion. Nous avons notamment comparé, aux résultats
obtenus avec le tryptophane, les propriétés optiques et de déplétion, elles-mémes liées aux pro-
priétés d’ionisation et donc d’oxydo-réduction.

Le naphtaléne (voir figure B.6) a une masse molaire de 128,2 ¢g.L~'.

3.1 Propriétés optiques

Les positions des bandes d’absorption et d’émission du naphtalene sont tres voisines de celles
du tryptophane (voir figure B.6). Le coefficient d’absorption du naphtaléne dans le cyclohexane

est 6 000 L.mol™ .cm™ & 275 nm, le taux de fluorescence étant de 0,23 [127].
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F1c. B.6 — Naphtaléne : structure et propriétés optiques dans le cyclohexane [127].
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3.2 Solubilité

La solubilité du naphtaléne dans 1’eau est tres faible, de Pordre de 0,03¢.L~! & 25°C (voir
figure B.7) [196], solubilité qu’il est difficile d’atteindre méme en chauffant : il ne nous a donc
pas été possible de réaliser une courbe de déplétion du naphtalene dans I'eau dans de bonnes
conditions, le signal de fluorescence étant trop faible. Par contre le naphtalene est soluble dans

des solvants organiques comme le cyclohexane, I'acétonitrile et I’éthanol.
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F1G. B.7 - Solubilité du naphtaléne dans I’eau [196]. Il ne nous a pas été possible d’atteindre

ces solubilités, pourtant faibles.

3.3 Potentiels d’ionisation et potentiels d’oxydoréduction

En phase gazeuse, le potentiel d’ionisation du naphtaléne est légerement supérieur a celui du
tryptophane. Comme il s’agit d’une molécule apolaire, la solvatation, et donc aussi I’abaissement

du potentiel d’ionisation par le solvant, sont différents de ce qu’il se passe pour le tryptophane.
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Solvant Gaz Eau | Acétonitrile
1P 8,13 [56]
Eoz 2,03 | 2,03 [197]

TaB. B.3 — Propriétés électroniques du naphtaléne. IP est le potentiel d’ionisation en eV,

et Fop est le potentiel rédox en V par rapport a NHE du naphtaléne en fonction de différents solvants.

Les valeurs sont difficiles a trouver, notamment pour I’éthanol.






Annexe C
Programme d’identification des raies

Cette annexe a pour but d’expliquer le fonctionnement du programme de détection de raies
que j’ai réalisé sous Labview, car il sera certainement utile pour d’autres analyses systématiques

comme celle que j’ai réalisée en LIBS avec les feuilles d’arbre.

1 Fichiers fournis

La version du programme documentée ici est contenue dans le fichier “LIBS_peak vf.zip”,
daté du 4 juillet 2007. Ce “package” contient les fichiers décrits dans le tableau C.1. La base
de données du NIST [157] ne contient que les raies d’émission d’atomes neutres ou simplement
ionisés : il est tres rare d’observer des raies d’éléments doublement (ou plus) ionisés dans un

spectre LIBS en raison des recombinaisons.

Fichier Description

LIBS_peak _version _finale.vi | Fichier Labview (v 7.0) contenant tous les sous-programmes

Marronierext.asc Extrait du spectre LIBS d’une feuille de marronnier
Nist_dual.csv Base de données de raies extraite du NIST [157]
vide.csv Base de données de départ #
resultats.csv Fichier créé par le programme avec Marronierext.asc®

TAB. C.1 — Fichiers contenus dans LIBS peak_vf.zip.

#Vide pour la premiere utilisation du programme, pour une autre utilisation, on peut utiliser le fichier resul-
tat.csv précédent. Dans le cas des feuilles par exemple, on réutilise les résultats antérieurs pour comparer les pics

des différentes essences (voir tableau C.3).
b Ajouter I’extension .csv pour utiliser facilement le fichier dans Excel par la suite.

141
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2 Description du programme

La figure C.1 montre la face avant du programme; le tableau C.2 explique les parties en-

tourées.

m (Base de donnée du Nist)

D:\Documents and Settings\iguyon\Mes documents\ =3 Normalise? .. e : -
= 5 o {par da moyenne ATTENTION : s les décimales sont avec des virgules, il faut utiiser
2 Rchrche—donm\Lms Bio\labview\spectres_nist\, a du spectre antre ] le séparateur local (outil_option_face avant).
- dual.csv e Siomy 17 1l faut décocher l'option dans e cas contraire. ..
min du g € Techantilon cOTTSMhesg, séparateur ;")
D:\Documents and Settings\iguyon\Mes documents\
%Recherche_donnees\LIBS Bio\labview\Marronierext.asc M)

chemin du fichier des echantillons) Echantilon considre
D:\Documents and SettingsiiguyonMes documents Marro1 d
Recherche_donnees\LIBS Bio\abview\vide.csv C
e p— pics?

mriomaton: | Nouvelle raie

4 27948 nm-Mn1 -1=6200
| 279.61 nm - ESII- =100

Amplitude

R xr
277.5 278.00 2785 27g.
Lambda

|r- UTE UNE RAIE DANS LA BOD
QUE UGN UTILISE (utiie pour ks bandas

maldoulzies ot les raies inconnees)

) Lambds "NIST" {en nm}
1279.542 —
e
| Marro1 Tables fral
otersind (it o ) Narmbre d'ckiments
123432 |
-1

P =S = Nomre de raies.

|279.8 0 0 0

Eidment cu dchantilion  Famrt o e [S—— m

|Marron
{intensite {Nist.ou exp.}

Fic. C.1 — Face avant du programme LIBS.
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Lettre

Description

Choisir le fichier Nist_dual.csv

T | ®

Choisir le spectre a traiter

Choisir la base de données de départ

(oM i)

Nom de I’échantillon

@

Ecart maximal entre la position du pic et la valeur mesurée®

—

Pic considéré

Largeur de la fenétre d’affichage en nm

= 0=

Décalage entre position mesurée et tabulée (en nm)?

—

Raies du NIST proche du pic sélectionnée®

—i.

Valider lorsque la raie est identifiée (apres sélection en i)

Ajoute une raie dans la base de données (moléculaire par exemple)

Le tableau se remplit (ici la premiere raie)

La suite (deuxieme raie)

TAB. C.2 — Description du programme.

3 Fichier créé

Le fichier créé est de la forme suivante (tableau C.3), apres traitement de deux spectres (Marr

et Ceri).
A NIST | Elément | Int. NIST [Pic mesuré | Ess. | Int. |Pic mesuré | Ess. | Int.
278.297 Mg I 18 278.29 Marr | 547 | 278.294 Ceri | 312
278.81 Fe I 3000 278.788 Marr | 292 | 278.816 Ceri | 356

le fichier resultat.csv.

°Cet écart est en général inférieur a 0,05 nm si le spectrometre est bien calibré.

dCette valeur dépend bien sir de la raie du NIST sélectionnée en i.

TaB. C.3 — Exemple de fichier créé par le programme avec sa légende. Int. pour

Intensité, Ess. pour Essence. Cette forme de fichier est facilement réalisable sous Excel dés que 'on a

°Le nombre de raies proposées dépend de la valeur en e, valeur qui peut étre changée en cours d’utilisation

du programme.
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