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Chapitre 1

Introduction générale

Aujourd’hui, un grand nombre de pathologies sont dues à la présence et/ou l’accumu-
lation dans l’organisme d’éléments endogènes ou exogènes. Les éléments endogènes sont
les éléments que l’on trouve naturellement au sein de l’organisme. Les éléments exogènes
sont ceux non naturellement présents. Dans certains cas, le lien entre ces pathologies et
la présence anormale d’élément peut être établi. On peut citer par exemple le chrome
qui peut induire des cancers pulmonaires ou le cobalt qui peut provoquer des problèmes
cardiaques.

Une partie des éléments exogènes provient de l’exposition environnementale et/ou
professionnelle aux poussières et aux particules métalliques. En effet, certaines activités
génèrent des particules de différentes tailles et de différentes compositions. C’est le cas par
exemple lors de la découpe de pièce en béton (BTP) ou lors d’activités d’ordres privées
(Figure 1.1). Cependant, ces particules exogènes peuvent induire des pathologies dites
idiopathiques. Une maladie idiopathique est une maladie qui n’a pas de cause connue,
ce qui est relativement fréquent avec le poumon [1-3]. On retrouve parmi ces maladies
pulmonaires idiopathiques la fibrose pulmonaire idiopathique ou le sarcoïdose.

Figure 1.1 – Poussières émises lors d’activités professionnelles et/ou personnelles (source
internet).

Afin de mieux comprendre ces maladies, les médecins ont besoin de déterminer la
distribution de ces particules au sein des tissus biologiques mais aussi de connaître leur
composition. Aujourd’hui, le protocole standard appliqué en histopathologie 1 consiste à

1. L’histopathologie : Utilisation des techniques de l’histologie (étude au microscope des tissus vivants)

13



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

faire la coloration d’une coupe fine de tissu inclus en paraffine déposée sur une lame puis
de l’observer au microscope optique. Cette technique est limitée tant en terme de sensi-
bilité qu’en terme de caractérisation chimique et cristalline. En effet, seules les particules
supérieures à 150 nm sont visibles en microscopie optique [4]. Par ailleurs, cette technique
ne permet la détection que d’un élément à la fois (coloration spécifique par élément) et
n’est pas efficace à 100% car la réaction chimique entre le colorant et l’élément à détecter
n’est pas toujours totale [5]. De plus, lors de la suspicion de présence de plusieurs éléments,
cette technique devient chronophage en raison de la répétition de la manipulation.

Pour pallier ces inconvénients, les cliniciens explorent des techniques d’imagerie élé-
mentaire telles que la LA-ICP-MS (Spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif
par ablation laser) [6-8], la μ-XRF (micro-fluorescence X) [9-11], le MEB-EDX (Microsco-
pie électronique à balayage couplée à la spectroscopie de rayons X à dispersion d’énergie)
[12, 13] et le TEM-EDX (Microscopie électronique à transmission couplée à la spectrosco-
pie de rayons X à dispersion d’énergie) [14, 15].

Bien que ces techniques se montrent performantes, elles ont plusieurs limitations qui
freinent leur développement. Ces techniques ne permettent pas toujours d’analyser l’en-
semble de la surface. La distribution des éléments sur la zone analysée n’est ainsi pas
forcément représentative de la distribution globale. De plus, elles ne sont pas compatibles
avec les analyses histopathologiques (non optique) et ne sont pas toujours déployables
en laboratoire médical. Pour répondre à ces besoins de détection et de caractérisation,
nous proposons d’utiliser l’imagerie élémentaire LIBS (Laser Induced Breakdown Spec-
troscopy).

La LIBS, ou spectroscopie de plasma induit par laser, est une technique de spectro-
scopie optique basée sur l’ablation laser de l’échantillon à analyser. Elle est née dans les
années 1960 suite à l’invention du laser [16]. Son principe est le suivant : à l’aide d’une
impulsion laser, on ablate puis on génère un plasma. Le rayonnement du plasma est ca-
ractéristique de tous les éléments présents dans la portion de l’échantillon ablatée. Les
premières démonstrations d’imagerie LIBS ont été réalisées dans les années 1990 [17, 18].
Cependant, la particularité de l’ablation de tissus biologiques n’ont permis d’effectuer les
premières cartographies qu’au début des années 2010 [19, 20]. Au début de ma thèse,
cette technique permettait d’obtenir des pas d’analyse (résolution) de 60 μm avec une
sensibilité de l’ordre du ppm pour certains éléments du tableau périodique [21, 22].

De plus, son montage tout optique lui permet d’être compatible avec les analyses de
routine en milieu médical (obtenu par microscopie optique).

Les premiers résultats d’imagerie au sein de l’équipe portaient sur la détection de na-
noparticules de gadolinium au sein d’un rein de souris (injecté au préalable à l’animal).
Ils étaient effectués sur des coupes fraîches de tissus avec un pas d’analyse de 100 μm
[19]. Après un travail sur la préparation des échantillons, il a été montré la possibilité

pour étudier les tissus prélevés par biopsie ou sur une pièce opératoire, ou encore au cours d’une autopsie.
Source Larousse
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d’analyser des tissus biologiques inclus en résine époxy avec une résolution de 10 μm [23].
Les premières images de tissus inclus en paraffine ont été réalisées en amont de cette
thèse. Il a été montré la faisabilité d’analyser des tissus inclus en paraffine ainsi que la
détection à l’aveugle d’éléments exogènes au sein des tissus. Cependant, contrairement
à la résine epoxy, l’analyse LIBS sur paraffine n’a pu être obtenu avec un pas d’échan-
tillonage inférieur à 60 μm [21, 22]. La mise en paraffine de coupe histologique étant
la méthode standardisée, il a fallu adapter la méthode à l’échantillon plutôt que l’échan-
tillon à la méthode afin d’améliorer la résolution des images et les sensibilités de détection.

Dans le cadre de cette thèse, il fallait donc améliorer l’analyse LIBS sur les tissus inclus
en paraffine dans le but d’obtenir des résolutions similaires à celles obtenues sur les tissus
inclus en résine. Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet ANR (Agence Nationale de
la Recherche) Medi-LIBS qui est porté par l’Institut des Biosciences Avancées (IAB) de
Grenoble et le Centre Hospitalier Universitaire Grenobles Alpes (CHUGA).

Le Chapitre 2 décrit les tissus biologiques et notamment les tissus pulmonaires qui
correspondent aux tissus principalement analysés durant les trois ans de ma thèse. Une
description des techniques de routines utilisées en milieu médical est donnée afin de com-
prendre les avantages et inconvénients de celles-ci. Un recensement des techniques d’image-
rie élémentaire couramment utilisées est présenté. Enfin, la technique LIBS et notamment
l’imagerie LIBS de tissus biologiques est discutée plus en détail.

Le Chapitre 3 porte sur les particularités de l’analyse LIBS sur paraffine. Cinq ma-
tériaux dont la paraffine sont étudiés et comparés dans le but d’identifier les différents
paramètres d’ablation et d’acquisition permettant de diminuer le pas de mesure et d’amé-
liorer le rapport signal sur bruit. Les résultats ont conduit à l’optimisation de la résolution
sur paraffine. On décrit au préalable l’instrument LIBS utilisé durant ma thèse.

Le Chapitre 4 concerne l’analyse du signal. En particulier, il explique comment le
signal est extrait afin d’obtenir une cartographie LIBS. La composition chimique des
particules à détecter n’étant pas connu à l’avance dans le cas de tissu pulmonaire inclus
en paraffine, il a fallu réfléchir à des gammes spectrales permettant la détection d’un
maximum d’éléments à la fois sans perte de sensibilité. Le traitement des données à partir
des cartographies élémentaires a permis le développement de deux méthodologies décrites
dans ce chapitre.

Le Chapitre 5 décrit l’étude clinique qui a été menée suite aux résultats encourageant
obtenus. Les échantillons choisis pour cette étude ainsi que le protocole instrumental
mis en place pour cette étude sont présentés. L’analyse effectuée dans le cadre d’une vaste
campagne est présentée, permettant de valider l’imagerie LIBS pour ce type de diagnostic.

Cette thèse se termine par une conclusion générale rappelant les différents résultats
obtenus et dans laquelle je propose différentes perspectives à ces travaux.
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Chapitre 2

État de l’art

2.1 Introduction
Dans ce chapitre, nous allons introduire les différentes notions qui permettront de

comprendre les aboutissants de ma thèse.
Pour cela, dans un premier temps, nous donnerons une description des tissus bio-

logiques et plus particulièrement des tissus pulmonaires. En effet, les tissus biologiques
analysés durant ma thèse sont majoritairement des tissus pulmonaires. Il est important
de comprendre le fonctionnement du poumon et de connaître sa composition lorsque l’on
fait de l’imagerie élémentaire.

Par la suite, nous aborderons les différentes techniques utilisées pour le diagnostique
médicales et notamment les techniques d’imagerie élémentaire. Nous expliquerons les avan-
tages et inconvénients de chacune des techniques puis nous montrerons différents résultats
obtenus avec ces techniques dans le cas d’échantillons biomédicaux.

L’imagerie LIBS étant la technique utilisée tout au long de ma thèse, son fonctionne-
ment sera détaillée puis nous énoncerons les avancées réalisées dans le domaine biomédical.

2.2 Le tissu biologique

2.2.1 Généralités

Étant l’objet principal de l’étude, il est important de rappeler brièvement quelques élé-
ments fondamentaux sur les tissus biologiques. Il existe quatre types de tissus biologiques.
Chaque tissu a un rôle et une composition différente (Figure 2.1(a)). Nous trouvons le
tissu épithélial qui est un tissu de revêtement. Il permet de séparer l’intérieur de l’exté-
rieur du corps, d’un organe, d’un conduit ou d’un canal. Nous avons en second le tissu
conjonctif, qui est un tissu assez varié. Il se compose notamment des éléments du sang
(hématies, globules blancs, etc.), de l’os, du cartilage ou de la graisse. Pour finir, nous
avons le tissu musculaire et le tissu nerveux.

Les tissus biologiques sont composés de dizaines de milliers de cellules. Ces cellules
dites eucaryotes possèdent un noyau (Figure 2.1(b)). Le noyau contient le matériel gé-
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nétique (ADN) entouré du cytoplasme puis de la membrane de la cellule. Au sein du
cytoplasme se trouvent différents éléments tels que : des mitochondries, des ribosomes,
des réticulums endoplasmiques, un appareil de Golgi, etc. Tous ces éléments ont pour
but de transmettre l’information du noyau vers l’extérieur de la cellule ou de simplement
répondre aux "ordres" du noyau.

(a)

(b)

Figure 2.1 – (a) Types de tissus biologiques dans l’organisme humain [24] (b) Composi-
tion générale d’une cellule [25]

Les compositions chimiques des différentes cellules sont assez similaires. Cependant,
la concentration en élément chimique peut varier en fonction de l’activité de la cellule.
Les éléments présents au sein des tissus sont soit sous forme de molécules, soit sous forme
d’électrolytes ou de gaz. Pour l’essentiel, on trouve pour :

- Les molécules : du phosphore, carbone, hydrogène et oxygène.

- Les électrolytes : En majorité du calcium, potassium, magnésium, sodium, hydro-
gène, chlore et phosphore.

- Les gaz présents dans les tissus : hydrogène, carbone, oxygène et azote.

Si l’on rapporte la quantité de ces éléments chimiques à un corps humain de 70kg,
quatre éléments (C, H, O, N) représentent 97% en masse du corps humain [26]. Deux
autres éléments minoritaires (Ca et P) représentent 2,5% de la masse totale du corps. Les
autres éléments sont présents sous forme de traces (moins de 1% de la masse totale du
corps). Les proportions des éléments majoritaires, minoritaires et des traces sont données
dans la Figure 2.2.

Outre les quatre éléments majoritaires, on retrouve en quantité importante le calcium
et le phosphore. Le calcium est présent à plus de 99% dans les os [27] sous forme d’hy-
droxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2). Le reste est dispersé au sein des différents tissus. Quand
au phosphore, il est présent sous différentes formes. Une grande quantité est présente dans
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les os (85 % du phosphore) et on retrouve le reste dans toutes les cellules (notamment dans
l’ADN ou les membranes). Cette présence du phosphore dans toutes les cellules permet
d’utiliser cet élément comme un marqueur de la quantité tissulaire lors des analyses de
tissus biologiques inclus en paraffine.

Figure 2.2 – Pourcentages massiques des éléments majoritaires

2.2.2 Le poumon

Dans le cadre de ma thèse, les tissus biologiques analysés sont essentiellement des
tissus pulmonaires. Comme on peut le voir sur la Figure 2.3(a), un poumon est composé
de différentes parties : des conduits pour transporter l’air, du tissu pour faire l’échange de
gaz de l’extérieur vers les vaisseaux sanguins et ces derniers pour transporter l’oxygène
dans le corps. Les conduits pour le transport de l’air sont la trachée, les bronches et les
bronchioles.

L’échange de gaz (O2 et CO2) entre l’intérieur et l’extérieur se fait dans les sacs alvéo-
laires (Figure 2.3(b)). L’oxygène présent dans l’alvéole passe à travers le tissu pulmonaire
puis est diffusé dans le sang via le réseau de capillaires. Le mécanisme inverse permet
l’évacuation du gaz carbonique. Les alvéoles sont essentiellement composées d’air.

Le volume total du poumon est de 5500 ml en moyenne pour un adulte et de 995 ml
dégonflé [26]. Le volume d’air présent dans les alvéoles est en moyenne de 2945±74 ml
soit plus de la moitié du volume d’air total présent dans tout le poumon.

Le poids moyen d’un poumon adulte est de 1000g. Sa composition en élément est
donnée dans le Tableau 2.1. Les éléments présents dans le poumon ont une concentration
différente de celle représentative du corps général.

Les poumons est un lieu d’échanges de gaz, de poussières et autres particules de l’air.
Tous ces contaminants aériens peuvent venir se déposer dans les alvéoles. Sachant que la
bronche droite est plus large et a un trajet plus verticale que la bronche gauche [28], lors
de l’inhalation, les corps étrangers sont plus facilement dirigés vers le poumon droit. Les
poussières inhalées ont une composition chimique différente selon le type d’expositions
ainsi qu’une taille non définie. Ces corps étrangers peuvent induire des pathologies selon
leur composition mais aussi leur quantité. Une surcharge, même en quantité infime, peut
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Figure 2.3 – (a) Structure globale du poumon. [28] (b) Structure d’une alvéole pulmo-
naire. [29]

Éléments Poids (g)
Aluminium 0.012

Azote 28
Calcium 0.087
Carbone 100
Chlore 2.6
Cuivre 0.0012

Fer 0.36
Hydrogène 10
Magnésium 0.071
Oxygène 740

Phosphore 0.78
Potassium 1.9
Silicium N.D.
Sodium 1.8
Souffre 2.2
Titane 0.0024
Zinc 0.011

Zirconium N.D.

Table 2.1 – Composition élémentaire d’un poumon référence adulte [26]. N.D.= non
déterminé.
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générer des pathologies. On peut citer en exemple la silicose induite par la présence
de silicium ou la bérylliose par la présence de béryllium. Le chrome et le nickel, quant
à eux, sont reconnus pour être des agents cancérigènes pour les poumons. Il existe de
nombreux autres cas de maladies induites par des éléments exogènes. Il en résulte un
besoin d’analyse élémentaire quantitative et à haute sensibilité. Notre objectif est de
démontrer la pertinence de l’imagerie LIBS pour répondre à ce besoin.

2.2.3 Préparation spécifique de l’échantillon

Pour analyser les tissus biologiques, il est évidemment nécessaire de préparer les échan-
tillons [30]. Après la biopsie, le tissu est fixé afin d’immobiliser sa structure dans un état
le plus proche de son vivant et de le conserver sur de très longues durées (plusieurs an-
nées). Pour cela, le tissu est trempé dans du formol dilué ou du formaldéhyde entre 24h
et 48h. Ce bain agrège et dénature légèrement les protéines et macromolécules. De plus,
les lipides et glucides non associés à des protéines ne sont pas fixés [31, 32]. Le tissu
doit être ensuite déshydraté afin de le fixer dans la paraffine qui est hydrophobe. Pour
ce faire, on trempe le tissu dans des bains à concentration volumique d’alcool croissant
(de 50% à 100%) afin de retirer progressivement l’eau. Un dernier bain dans le xylène est
effectué pour la mise en paraffine. Une fois déshydraté, on réalise l’inclusion (Figure 2.4).
Les étapes de préparations étant longues (plusieurs heures), elles sont automatisées [31,
33]. Cette méthode de préparation est aujourd’hui standardisée et utilisée pour toutes les
préparations de biopsies dans le monde [31-34]. Cette standardisation du procédé est à
considéré dans le cadre de cette étude, puisque le cahier des charges nous impose d’utiliser
ces échantillons.

Une fois le bloc prêt, le surplus de paraffine ne permettant pas au tissu de se trouver à
la surface est enlevé. Pour cela, le bloc est coupé à l’aide d’un microtome 1 jusqu’à obtenir
une surface plane, le tissu étant apparent en surface (Figure 2.4).

Figure 2.4 – Exemple de bloc de tissu inclus en paraffine

1. Instrument permettant de faire des coupes fines de tissu inclus en paraffine ou congelé. Les épaisseurs
de coupe peuvent aller de 1 à 50μm selon les constructeurs.
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2.3 Les techniques élémentaires pour l’imagerie des
tissus

L’objectif des paragraphes suivants est de décrire les techniques d’analyses existantes
afin de positionner les atouts de l’imagerie LIBS dans ce cadre d’application.

2.3.1 L’analyse histopathologique

Afin de pouvoir poser un diagnostic, les médecins effectuent des analyses histopatho-
logiques sur biopsies de la partie anatomique supposée "malade". Cette analyse se fait
à l’aide d’une coupe fine de tissu inclus en paraffine colorée. Comme expliqué dans la
section §2.2.3, l’inclusion permet de conserver l’échantillon dans un état proche de son
origine. Un fois le bloc obtenu, à l’aide d’un microtome, on réalise une coupe fine du bloc
d’une épaisseur comprise entre 3 et 10 μm. Cette coupe est ensuite déposée dans un bain
d’eau tiède afin de l’étirer et la transférer sur une lame de microscope. On laisse sécher
au moins 2 heures afin de retirer l’excédent d’eau. On peut ensuite observer cette coupe
au microscope.

Les tissus observés directement au microscope optique ne présentent pas ou peu de
contraste. On les colore afin de détecter plus facilement les différents éléments constitutifs
du tissu. Les colorants étant en solution aqueuse, on déparaffine la lame [32, 35] puis on
la réhydrate. Pour cela, on plonge la lame dans un bain de xylène puis dans des bains
d’alcool à concentration volumique décroissante (de 100% à 70%). On finit en rinçant les
lames dans de l’eau distillée. Une fois l’étape de réhydratation effectuée, on colore la coupe
en trempant la lame dans des colorants. Chaque colorant permet de mettre en avant des
composants différents des cellules. Les colorations standards colorent principalement : les
noyaux, les cytoplasmes et les fibres de collagènes. En routine, on utilise les colorations
HE (hématoxyline-éosine) ou HES (hématoxyline-éosine-safran). Elles permettent d’ob-
server la morphologie du tissu. Cependant, les anatomopathologistes ont parfois besoin
de colorations spéciales pour mettre en avant d’autres détails dans les tissus. Elles sont
faites en supplément de la coloration de routine. Une liste des colorations histologiques
standards est donnée dans le Tableau 2.2.

Il existe des colorations qui font appel à des réactions chimiques : les colorations
histochimiques. Elles sont basées sur des réactions biochimiques qui permettent de mettre
en évidence différents constituants (lipides, glucides, protéines, acides nucléiques, métaux,
etc). Parmi les colorations histochimiques les plus utilisées, on trouve par exemple le noir
de Soudan qui colorent les lipides, la coloration de Perls qui révèle la présence du Fer ou
la Rhodanine qui met en avant le Cuivre.

Une fois ces colorations effectuées, l’anatomopathologiste analyse les coupes à l’aide
d’un microscope optique standard.

Une autre technique de coloration consiste à utiliser des réaction antigènes-anticorps,
c’est l’immunohistochimie. Il existe au moins 3 méthodes de coloration qui sont expliquées
dans la Figure 2.5.
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Coloration Composant(s) Noyau Cytoplasme Collagène Type de
coloration

HE Hématoxyline -
éosine Bleu Rouge Rouge Standard

HES Hématoxyline -
éosine - safran Bleu Rouge Jaune Standard

Azan Rouge Rouge Bleu Spéciale

Trichrome de
Masson

fuchsine acide -
ponceau - orange G

- bleu d’aniline
Brun/noir Rouge Bleu Spéciale

Van Grieson Acide picrique -
fuchsine acide Brun/noir Jaune Rouge Spéciale

Table 2.2 – Colorations histologiques standards des tissus. [31, 32]

La première méthode est la méthode dite directe. Un anticorps primaire couplé à un
marqueur (souvent fluorescent) se fixe à son antigène. La seconde méthode est dite indi-
recte. Un anticorps secondaire couplé à un marqueur vient se fixer à l’anticorps primaire.
Que ce soit la méthode directe ou indirecte, l’observation des composants marqués est
faite à l’aide d’un microscope à fluorescence. La troisième méthode utilise un complexe
enzyme-immunoglobuline. Un anticorps secondaire sert de pont entre un premier anti-
corps et un troisième anticorps. Le troisième anticorps ou immunoglobuline est dirigé vers
une enzyme particulière. Le produit de réaction colore le composant ciblé et le rend ainsi
visible. On peut ensuite observer le tissu au microscope optique.

Figure 2.5 – Ac : Anticorps, Ag : Antigène, F : marqueur fluorescent, E : Enzyme, PR :
Produit de réaction, 1 : Anticorps primaire, 2 : Anticorps secondaire.
(a) Immunofluorescence directe. - (b) Immunofluorescence indirecte. - (c) Complexe
enzyme-immunoglobuline. [32]

Cependant, ces méthodes présentent parfois des lacunes. Il n’est pas possible de détec-
ter des particules inférieures à 150 nm pour le cas des microscopes optiques possédant les
meilleurs pouvoirs de résolution [4]. La détection des métaux nécessite des colorations spé-
cifiques et qui ne révèlent pas forcément toutes les particules à détecter et la réaction entre
les particules et le colorant n’est pas toujours positive. Nous pouvons également ajouter
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que l’analyse histopathologique des coupes fines ne permet pas de donner la composi-
tion élémentaire des particules analysées. Cette analyse est la technique actuelle utilisée
en standard. Pour autant, elle ne permet pas de faire des analyses élémentaires, encore
moins de la détection de trace.

Pour répondre à ce besoin de détection, les médecins ont exploré l’utilisation de tech-
niques d’imagerie élémentaire. Ces techniques permettent de détecter des nanoparticules
(biodistribution) et de faire de la caractérisation chimique/élémentaire. Parmi toutes celles
existantes aujourd’hui, quatre sont majoritairement utilisées : le LA-ICP-MS, le MEB-
EDX, le TEM-EDX et la μ-XRF. Nous allons, dans la suite de ce document, expliquer
chaque technique de façon générale, puis exposer leurs limitations dans l’analyse de tissu
biologique/médical.

2.3.2 Le MEB-EDX

2.3.2.1.Fonctionnement du MEB-EDX

Le microscope électronique a été développé en 1932 par Knoll et Ruska [36] et le
système de balayage a été introduit en 1937 par le physicien Von Ardenne [37].

Le microscope électronique à balayage scanne la surface d’un échantillon avec un fais-
ceau très fin d’électrons. L’interaction des électrons avec le matériau induit l’émission
d’électrons (majoritairement rétrodiffusés et secondaires) et d’une fluorescence X. Les
électrons collectés permettent de reconstruire une image de la surface analysée alors que
la fluorescence X permet de donner des informations sur la composition chimique. Le
montage d’un microscope électronique est résumé dans la Figure 2.6.

Aujourd’hui, les appareils ont des pouvoirs séparateurs allant de 0,5 nm à 5 nm en
fonction de la source d’électron [39]. Cela signifie que l’on peut distinguer deux points
séparés d’une distance allant de 0,5nm à 5nm. Cela permet de facilement distinguer les
nanoparticules au sein des tissus. Cependant, de telles résolutions ne permettent pas
d’analyser de grande surface notamment, dans notre problématique, toute la surface d’un
tissu (généralement de l’ordre du mm2).

Les rayons X émis sont détectés pour les éléments ayant un numéro atomique supérieur
à celui du Bore (Z>4) ainsi que pour des concentrations d’au moins 0,1% massique [37,
40]. Cette technique permet de faire de l’analyse élémentaire. On peut aussi bien obtenir
la composition d’un point précis de l’échantillon comme obtenir une image élémentaire
de la partie observée. Un exemple de ces deux types de caractérisation est donné dans la
Figure 2.7.

La préparation des échantillons biomédicaux pour l’analyse MEB est globalement simi-
laire à la préparation histologique standard. Cependant, la paraffine s’évapore dans le vide
secondaire. Pour cela, on la substitue par de la résine. On intègre des agents chimiques tel
que l’osmium afin d’améliorer l’image. La surface observée doit être parfaitement plane.
En effet, la topographie influence le contraste de l’image.

L’utilisation de MEB environnemental permet de s’affranchir d’une préparation spé-
cifique de l’échantillon (inclusion en résine). L’ajout d’un gaz (généralement de la vapeur
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Figure 2.6 – Montage d’un MEB [38]

(a) (b) (c)

(d)

Figure 2.7 – Analyse MEB-EDX [37] (a) Image des électrons rétro-diffusés de la surface
révélant des zones avec différents degrés de minéralisation. - (b) Spectre EDX de la figure
(a) montrant la présence des éléments C, O, P, Na et Ca. - (c) Image en électrons secon-
daire d’un stent en silicone avec incrustation minérale. (d) Micro-analyses élémentaires
du Si(B), Ca(C) et P(D) de la zone définie dans la figure (c).

25



CHAPITRE 2. ÉTAT DE L’ART

d’eau) et d’une atmosphère à pression partielle (inférieur à 10 Torr) permet d’effectuer de
l’analyse de matériaux humides ou ne supportant pas le vide secondaire. Cependant, l’uti-
lisation de ce type de microscope électronique ne permet pas d’obtenir un bon contraste
et d’accéder aux bonnes résolutions à fort grossissement (détails inférieurs à 100 nm non
résolus) [41].

2.3.2.2.Le MEB-EDX pour le domaine du biomédicale

Le MEB-EDX est une des techniques utilisées pour la détection des particules et la
caractérisation chimique. Majoritairement, le MEB sert à la détection de particules infé-
rieures au seuil de détection par microscopie optique [42]. Dans l’article de Viel et al. [43],
l’analyse EDX a permis de donner la composition de particules sur des échantillons post
mortem prélevés sur des personnes décédées par intoxications médicamenteuses (laxatifs
et lavements au phosphate de sodium). Sur la Figure 2.8, des particules de tailles com-
prises entre 0,5 et 100 μm sont visibles. Les spectres EDX ont permis de conclure que ces
particules correspondaient à des précipités de phosphate de sodium.

(a) (b)

(c) (d)

Figure 2.8 – Images de différents tissus analysés en MEB par électrons rétro-diffusés
[43]. Le cadre blanc est le spectre EDX des particules visibles dans chaque images. (a)
Tissu du cerveau. (b) Tissu du coeur. (c) Tissu de poumon. (d) Tissu du rein.

Les maladies pulmonaires liées aux expositions professionnelles sont souvent diagnos-
tiquées à l’aide du MEB-EDX [42, 44]. Un exemple de résultat de tissu pulmonaire avec
identification de particules est montré dans la Figure 2.9 ou dans l’article de Fassina et
al. [45]. Dans ces études, le MEB-EDX a permis d’identifier et de caractériser des parti-
cules mais aussi d’établir une corrélation entre les maladies pulmonaires et les particules
détectées.
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Figure 2.9 – Identification de particules au sein de tissu pulmonaire pour le diagnostique
dans le cas d’une pneumoconiose [42]. Image MEB en électrons rétro-diffusés. L’analyse
EDX a permis de donner la composition chimique de 3 particules : silice, muscovite et
kaolinite.

Cette technique s’applique aussi à certains cas de particules inorganiques. Dans l’article
de Kitamura et al. [12] a été mis en évidence un facteur de risque entre l’inhalation de
particules inorganiques et les cas de fibrose idiopathique pulmonaire. De la même façon,
Lowers et al. [46] utilisent le MEB pour déterminer la composition de 13000 particules
inorganiques dans les tissus pulmonaires et ainsi les classifier.

Le MEB-EDX permet bien d’obtenir la biodistribution des particules au sein des tissus
et leur composition. Cependant, la surface analysée (0,01 mm2 en moyenne) est bien
inférieure à la surface globale de tissu analysable (quelques mm2 à cm2) rendant le risque
de non représentativité élevé. De plus, la taille de l’échantillon est limitée par le sas du
microscope électronique (dépend du fabricant). Par ailleurs, la détection d’éléments avec
un Z (numéro atomique) inférieur à 4 n’est pas possible avec les détecteurs actuels. Enfin,
seuls les éléments avec une concentration massique supérieure à 0,1% sont détectables
mais il est possible de quantifier un élément après calibration avec un matériau référence.

2.3.3 Le MET

2.3.3.1.Fonctionnement du MET

Le montage du microscope électronique à transmission (MET) se rapproche de celui
du MEB. Une source d’électrons est focalisée sur l’échantillon à l’aide d’électro-aimant. La
différence avec le MEB réside dans le fait que l’échantillon n’est pas balayé par le faisceau.
Le faisceau traverse l’échantillon puis son image est directement visualisée sur une caméra
ou affichée sur une plaque électro-phosphorescente. Ce fonctionnement lui permet d’avoir
des grossissements allant de 2000 fois à 1 million de fois [38], ce qui permet, pour les
meilleurs instruments, d’avoir une résolution inférieure à l’Angström [38, 47]. Cependant,
ce fort grossissement ne permet pas d’avoir une visualisation globale de la surface de
l’échantillon (inférieur au mm2).

Grâce au MET, il est possible d’obtenir des informations sur la cristallographie, la
structure mais aussi la morphologie des particules au sein des échantillons. Dans le cas de
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l’analyse biologique, les informations telles que la morphologie ou la cristallographie des
particules dans les tissus peuvent avoir de l’importance (exemple des fibres d’amiantes
dans les poumons). Il est possible d’ajouter un détecteur de rayons X à l’instrument afin
de faire de la caractérisation chimique. Ce détecteur est le même que pour le MEB et ses
limitations sont identiques (Z<4 et concentration supérieure à 0,1% massique).

La préparation des échantillons pour le MET est différente du MEB. En effet, le
vide étant plus important (10-4 à 10-7 Pa) que dans un MEB, il faut des échantillons qui
supportent ce vide. Dans le cas des échantillons biologiques, cela nécessite une préparation
de l’échantillon différente des routines médicales [48] mais qui reste relativement proche de
celle utilisée pour le MEB-EDX. Afin que le faisceau puisse traverser l’échantillon, celui-ci
doit être transparent aux électrons et possède donc généralement une épaisseur l’ordre
de 100 nm [38, 49]. De plus, on dépose la coupe sur une grille spécifique qui possède un
diamètre de 3mm au plus large [49].

2.3.3.2.Le MET pour le domaine du biomédicale

Le MET est généralement utilisé pour imager des particules au sein des tissus. Il est
rare d’observer des zones étendues de tissus en MET (centaine de μm2 généralement). Le
MET est majoritairement utilisé pour la caractérisation de particules au sein des tissus
pulmonaires comme indiqué dans le livre de Tomashefski [50]. Vuyst et Gevenois [42] ont
montré que le MET est utilisé pour la détection et la caractérisation de particules dans
le cas de maladies pulmonaires liées au travail ou à l’environnement (Figure 2.10). Pour
l’analyse de ces particules, il utilise une analyse EDX.

(a) (b)

Figure 2.10 – (a) Image par microscopie électronique à transmission d’une fibre d’amiante
crocidolite récupérée dans le tissu pulmonaire d’une personne travaillant dans le ciment.
(b) Spectre rayon X de la composition chimique d’une fibre d’amiante crocidolite. [42]

Le MET est utilisé à fort grossissement afin de caractériser les particules. Pour cela, les
surfaces analysées sont à l’échelle de la cellule. Belade et al. [51] ont étudié les nanoparti-
cules de TiO2 et de noir de carbone dans les lignées cellulaires épithéliales et fibroblastes
de poumons humains (Figure 2.11(a)). La biodistribution de nanoparticules d’or au sein
d’un modèle de poumon en 3D a été observée par Durantie et al. [52]. Ils ont regardé où
se distribuaient les nanoparticules seules et celles agrégées au sein des cellules épithéliales
(Figure 2.11(b)).

28



2.3. Les techniques élémentaires pour l’imagerie des tissus

Le MET permet d’obtenir les informations précises sur la distribution spatiale des
particules et leur composition de la même façon que le MEB. Il permet, contrairement
au MEB, d’obtenir des informations sur la cristallisation des particules. Cependant, la
surface analysée est faible (lié au fort grossissement initiale) et la limite de taille liée à
la grille ne permet pas d’imager des tissus avec une surface supérieure au cm2. De plus,
la préparation de l’échantillon est contraignante (inclusion en époxy et coupe ultra-fine)
et n’est pas compatible avec les techniques de routines en milieu hospitalier (inclusion en
paraffine et coupe fine). Il est par ailleurs difficilement concevable d’utiliser le MET pour
analyser des grandes séries d’échantillons (le temps de préparation des échantillons est
long ainsi que le temps d’analyse). De plus, La caractérisation des particules est limitée
aux capacités du détecteur à rayons X. En effet, les détecteurs ne permettent pas de
détecter les éléments ayant un numéro atomique inférieur à 4 et supérieur à 92.

(a) (b)

Figure 2.11 – (a) Image MET de la distribution de nanoparticules de noir de carbone au
sein de fibroblastes humain. [51] (b) Images MET de la biodistribution de nanoparticules
d’or seules ou agrégées au sein de cellules épithéliales de poumon humain. [52]

2.3.4 La micro-XRF

Depuis les années 50, le XRF ou Spectrométrie de fluorescence des rayons X est une
méthode multiélémentaire devenue standard dans le domaine scientifique [53]. L’analyse
XRF est une analyse élémentaire non destructive. Un faisceau de photons X est focalisé sur
un échantillon. Après que différents mécanismes physiques ont eu lieu suite à l’interaction
entre les rayons X et le matériau, on effectue une analyse spectrale des rayons X réémis
par fluorescence.

2.3.4.1.Fonctionnement du XRF

Il existe 2 types de source à rayons X : les tubes à rayons X et les sources synchrotrons.
Dans le cas des XRF à l’aide d’un tube X, il est rare de faire de l’imagerie. Le mon-
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tage se compose généralement de la source qui va directement émettre en direction de
l’échantillon.

Suite à l’interaction entre les rayons X et l’échantillon, on récupère les rayons X réémis
par l’échantillon. En XRF, les spectres rayons X peuvent être soit en fonction de l’énergie
dispersée soit en fonction de la longueur d’onde. Selon que l’on souhaite un spectre en
dispersion d’énergie ou un spectre en longueur d’onde, le détecteur de rayons X est diffé-
rent. Dans le cas de l’imagerie, l’échantillon est placé dans un porte échantillon qui peut
se déplacer en XYZ. La taille du spot est généralement de 25 à 100 μm [54]. La taille du
spot définie le pas d’analyse. En effet, un spot de 25 μm signifie que le pas d’analyse sera
de 25μm. Pour la majorité des matériaux, il n’y a aucune détérioration après analyse.
Cependant, dans le cas des matériaux organiques, il existe une détérioration du matériau
[55-58].

Dans le cas des synchrotrons-XRF, il est possible de faire de l’analyse ponctuelle
comme de l’imagerie. Dans les deux cas, on focalise un faisceau de rayons X monochro-
matiques sur l’échantillon. Dans le cas de l’imagerie, le porte-échantillon est monté sur
une platine XYZ sensible. La taille du spot est généralement comprise entre 100 nm et 1
μm et la majorité des analyses se réalisent à 200 nm [54, 55, 59]. Les surfaces analysées
sont comprises généralement entre la centaine de μm2 et le cm2. La surface dépendra en
partie de la taille de spot choisie.

Généralement, les analyses à l’aide d’un tube X permettent d’obtenir une information
plus globale de l’échantillon alors que les analyses par synchrotron permettent de faire de
l’imagerie plus résolue.

Les échantillons peuvent être analysés sous différentes formes (solides, liquides, poudres,
etc.) [60, 61]. Dans le cas des tissus biologiques, les tissus analysés sont des coupes fines
de tissus de quelques dizaines de μm d’épaisseur. Les tissus peuvent être inclus ou non en
paraffine ou résine. L’inclusion dépend en partie des conditions d’analyse (air ou vide).
De plus, il est possible de quantifier des éléments en calibrant l’instrument au préalable
avec des matériaux de référence [61].

La limite de détection est de l’ordre de la dizaine de ppm [55, 60, 61]. Que ce soit pour
le rayonnement synchrotron ou une source de rayons X, l’acquisition d’un spectre est de
l’ordre de la ms [55, 61].

2.3.4.2.La micro-XRF pour le domaine du biomédicale

Dans le papier de Feng et al. [62], des coupes de cerveaux de rats ont été analysées
par μ-XRF afin d’étudier la biodistribution du cuivre, zinc et fer dans le cas de la maladie
d’Alzheimer. Elles ont été analysées avec un spot de 30 μm soit un pas d’analyse de 30
μm. Une autre étude animale a été menée par Veith et al. [9]. Ils ont cherché à comprendre
la biodistribution de nanoparticules de CeO2 dans des poumons de rats après inhalation.
La Figure 2.12(a) montre un exemple des résultats obtenus. Pour cette étude, la taille du
spot ainsi que le pas était de 25μm. Ces deux études ont fait leurs analyses XRF sur des
instruments de laboratoire à l’air et sur coupe de tissu non inclus.
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La plupart des analyses en μ-XRF pour le biomédicale se font sur synchrotron. Une
étude sur les maladies cérébrales a été effectuée au Stanford Synchrotron Radiation Light-
source (SSRL) par Lins et al. [11]. Des coupes fines de cerveaux non incluses ont été
analysées avec un spot de 2μm×2μm et un pas de 1μm afin de détecter les éléments en-
dogènes (P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu et Zn) en surdose dans le cas de ces maladies. Les images
obtenues sont représentées dans la Figure 2.12(b). Ces images ont permis de comprendre
la biodistribution des éléments endogènes dans le cerveau dans les cas des maladies céré-
brales.

Outre les cerveaux, d’autres types de tissus ont été analysés. Une première étude a
porté sur la biodistribution du zinc pour comprendre le fonctionnement des transporteurs
de Zinc dans le cas de maladie de peau [63]. Ils ont analysé des coupes fines de tissus
frais au Japan Synchrotron Radiation Research Institute (JASRI, Hyogo, Japan). Ils ont
utilisé un faisceau de 0,8×0,6 μm2 et un pas de 1 μm. Dans la deuxième étude, ils ont
étudié l’épiderme de peau et les ganglions lymphatiques de personnes tatoués [64]. Ils
ont notamment étudié la distribution des particules de tatouages au sein des tissus. Les
analyses ont été faites à l’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble)
avec un spot de 10×10μm2 et un pas de 8μm. Une analyse pour comprendre les cancers
de la prostate a été faite au Photon Factory (KEK) avec un spot de 6×5μm2 et des pas de
5 et 2μm [65]. Des analyses de tissus pulmonaires pour des maladies liées aux poussières
environnementales ont été faites par Gianoncelli et al. [10].

(a)

(b)

Figure 2.12 – (a) Image HES d’un poumon de rat et images élémentaires en μ-XRF de
K (élément endogène représentant la structure du tissu) et du Ce (élément présent dans
les nanoparticules inhalées) [9]. (b) Image HES de cerveau de rat et images élémentaires
des éléments endogènes (P, Cl, K, Fe et Cu) [11].

La μ-XRF permet d’obtenir la biodistribution des particules au sein des tissus ainsi
que leur composition. Cependant, la surface analysée est généralement petite (de l’ordre
du mm2, rarement du cm2) et la détection des éléments avec un Z inférieur à 4 n’est
pas possible. La taille du spot étant petite, il permet d’avoir des pas d’analyse micromé-
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triques voir nanométriques (jusqu’à 200 nm en synchrotron) en imagerie. De plus, il est
possible d’obtenir des cartographies avec quantifications des éléments après calibration de
l’instrument via des matériaux références.

2.3.5 La LA-ICP-MS

L’ICP-MS s’est développé dans les années 1980 [66-69]. L’utilisation de l’ablation laser
pour l’analyse des échantillons solides par ICP-MS s’est développée peu après [68].

Un faisceau laser (fs ou ns) est focalisé sur un échantillon. La matière est ablatée,
vaporisée puis acheminée vers la torche ICP. La matière ablatée est alors atomisée puis
ionisée. Les ions sont alors transportés dans un spectromètre de masse. Dans le cas de
l’imagerie LA-ICP-MS, on scanne la surface de l’échantillon avec le faisceau laser.

2.3.5.1.Fonctionnement de la LA-ICP-MS

On place l’échantillon dans une cellule d’ablation. Cette cellule est composée d’une
platine XYZ et équipée d’un flux de gaz porteur afin de transporter la matière ablatée
vers la torche ICP. Les gaz utilisés sont généralement de l’Argon et de l’Hélium [54, 67,
68]. Un laser à impulsion ultracourt (fs) est focalisé sur un échantillon afin de l’ablater.

La torche ICP est générée dans un tube en quartz composé de cylindre concentriques.
Ces cylindres permettent l’apport de la matière ablatée et le flux d’Argon nécessaire pour
la torche plasma. Une décharge électrique permet de générer le plasma. La matière est
alors ionisée dans la torche et transmise à un spectromètre de masse grâce à une différence
de potentiel. Afin de s’affranchir des espèces neutres qui augmentent le bruit de fond, des
optiques ioniques sont utilisées.

Pour séparer les ions issus du plasma, différents types de spectromètres de masse sont
utilisés [66-70] :

- Le spectromètre à quadripôle : c’est l’analyseur le plus répandu et meilleur marché.
Il permet de travailler dans un vide peu poussé (10-2 à 10-3 Pa). Cet analyseur a
un pouvoir de résolution suffisamment important (2500) pour détecter les isotopes
d’un même élément mais pas suffisant pour différencier des atomes isobares. La
gamme spectrale reste faible par rapport aux autres analyseurs mais permet de
réaliser une analyse sur toute sa gamme en quelques minutes seulement (en mode
semi quantitatif).

- Spectromètre à secteurs magnétiques et électrostatiques : Le secteur électrostatique
est un condensateur cylindrique qui permet de dévier les ions en fonction de leur
énergie cinétique. Il existe 2 types de configuration. La première (Mattauch-Herzog)
permet d’obtenir une résolution 2 fois supérieure au quadripôle. La seconde configu-
ration (Nier-Johnson) permet d’obtenir une "haute-résolution" (supérieur à 10000).
Cette dernière configuration permet de résoudre des interférences polyatomiques
mais pas les interférences isobariques. Cependant, cette augmentation de résolution
est au détriment de la sensibilité. Ces deux configurations nécessitent un vide plus
poussé (de l’ordre de 10-7 à 10-8 Pa).
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- Spectromètre à Temps de Vol (ou Time-of-Flight TOF) : Cet analyseur permet
une séparation des ions dans le temps afin de sélectionner les énergies cinétiques.
Il permet l’acquisition de plus de 10000 spectres par seconde. Il a un pouvoir de
résolution de 500 à 2000 ce qui lui permet de séparer les ions isotopiques mais pas
les ions isobariques. Pour fonctionner, l’analyseur doit se trouver dans un vide entre
10-5 et 10-6 Pa.

Un fois que l’analyseur a séparé les ions, un détecteur permet de mesurer le signal et le
reporter sur un spectre.

Afin d’avoir un pas de mesure très faible (environ 10μm) et assez de matière pour être
détectée, plusieurs tirs sont nécessaires [71] afin d’accumuler suffisamment de matière. La
vitesse de scan de la surface typique est généralement comprise entre 10 et 500μm.s-1 [72].
Dû à la faible vitesse d’analyse (lié à l’accumulation de matière), il faut compter plusieurs
heures pour analyser un échantillon d’une surface de l’ordre du cm2. Cette technique
présente l’avantage d’être quantitative (après calibration) avec une détection de l’ordre
du ppm voir du ppt [67, 68].

2.3.5.2.La LA-ICP-MS pour le domaine du biomédicale

La majorité des analyses LA-ICP-MS pour le biomédicale sert à rechercher la bio-
distribution d’éléments (exogènes et/ou endogènes). Dans l’article de Cruz-Alonso et al.
[6], des nanoclusters d’or ont été utilisés comme marqueurs pour les métallothionéines.
Des tissus rétiniens post-mortem ont été inclus en paraffine puis des coupes de 5 μm
d’épaisseur ont été déposées sur des lames. Ces coupes ont été déparaffinées avant d’être
analysées par LA-ICP-MS.

Plusieurs études sur des tissus cancéreux ont été réalisées par LA-ICP-MS. Parmi
celles-ci, une étude consistait à comprendre la distribution des éléments endogènes à dif-
férentes étapes de l’évolution d’un mélanome [8]. Cette étude a été réalisée sur des biopsies
de mélanomes de souris coupées en coupe de 8μm d’épaisseur. Deux autres études ont
montré la biodistribution d’un traitement anticancéreux à base de gadolinium au sein de
tumeurs [7, 73]. Des coupes de tissu frais d’épaisseur 10μm (pour la première étude) et
7μm (pour la seconde étude) ont été faites. Les analyses ont été réalisées en se focali-
sant sur le gadolinium (lié au médicament) et des éléments endogènes tels que le zinc, le
phosphore, le carbone ou le cuivre.

La possibilité d’effectuer de la quantification a été démontrée dans les articles de
Bishop et al. [74] et de Konz et al. [75]. Ils ont pu quantifier des éléments endogènes et
exogènes au sein de coupe fine de tissus (humain ou souris). La possibilité de faire de
l’imagerie avec un pas d’analyse inférieure au micromètre a été prouvée dans l’article de
Van Malderen et al. [76]. Ils ont pu imager la distribution du zinc d’un tissu intestinal de
souris avec une résolution de 0,6μm. La limite de détection de l’élément mesuré (le zinc)
est inférieure à 10 ppm. Comme on peut le voir sur la Figure 2.13, les détails sont plus
facilement détectables pour une résolution sub-micrométrique. Dans l’article de Marillo-
Sialer et al. [77], il est montré la possibilité de réaliser de l’imagerie 3D en couplant les
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analyses ICP-MS à la μ-tomographie.

Figure 2.13 – Image élémentaire du zinc d’un tissu intestinal de souris analysé par LA-
ICP-MS avec un pas de 0,6μm [76].

2.3.6 Récapitulatifs des techniques

Chaque technique permet d’obtenir la biodistribution des particules au sein des tissus.
Cependant, le MEB, le MET et la μ-XRF ne permettent pas d’imager de grandes surfaces
du tissu (inférieur au cm2). La biodistribution observée sur une partie du tissu est donc
local et n’est pas forcément représentative de celle du tissu. L’avantage est néanmoins de
pouvoir caractériser la morphologie des contaminants. Les analyses par microscopie élec-
tronique demandent une préparation de l’échantillon qui n’est pas compatible en routine.
La paraffine ne supportant pas le vide, les échantillons doivent être inclus en résine. Les
deux autre techniques exigent que les échantillons soient parfaitement plans. Les échan-
tillons nécessitent ou non un déparaffinage selon les conditions d’analyses. Le Tableau 2.3
récapitule les caractéristiques des quatre techniques.

Ces techniques demandent des préparations de l’échantillon spécifiques ou entraînent
la dégradation totale ou partielle de l’échantillon. Même si la LA-ICP-MS paraît être une
technique répondant au besoin de détection et caractérisation des particules au sein des
tissus, elle présente des inconvénients non négligeables. En effet, afin d’obtenir des limites
de détection au ppm, il faut accumuler du signal, ce qui nécessite une accumulation de tirs
et donc une forte dégradation de l’échantillon. Cela se traduit aussi par une augmentation
du temps d’analyse (plusieurs heures). De plus, son montage ne permet pas d’être par-
faitement compatible avec les analyses de routine (spectrométrie de masse et non optique).

Nous proposons de s’affranchir des contraintes liées à ces techniques en utilisant l’ima-
gerie LIBS pour l’analyse de tissu biologique. Avec cette technique, nous proposons d’ima-
ger des tissus biologiques sur une grande surface avec des pas d’analyses de l’ordre du μm.
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De plus, nous montrerons que cette technique d’imagerie permet la détection de la ma-
jorité des éléments du tableau périodique, et ceux, même pour les plus légers tels que
l’hydrogène ou le béryllium. Son montage tout optique permet d’être complémentaire aux
méthodes anatomopathologiques de routines (analyse par microscopie optique).

MEB-EDX MET-EDX μ-XRF LA-ICP-MS
Éléments Z>4et Z<92 Z>4 et Z<92 Z>4 et Z<92 Tous les élémentsdétectables
Analyse Possible Possible Possible Possiblequantitative

Condition Vide secondaire ou Vide Vide ou Atmosphère
d’analyse atmosphère contrôlée secondaire atmosphère contrôlée
Résolution quelques nm quelques nm centaines de nm dizaine de μm

Temps acquisition ms ms ms msd’un spectre
Limite de détection 0,1% 0,1% ppm ppm voir ppb

Préparation Oui Oui Oui Ouide l’échantillon

Table 2.3 – Tableau récapitulatif des différentes techniques d’analyses ponctuelles élé-
mentaires utilisées dans le domaine du biomédicale.

2.4 LIBS

2.4.1 Principe

La technique LIBS, ou en français Spectroscopie de Plasma Induit par Laser, existe
depuis l’invention des lasers dans les années 60 [16, 78-80]. C’est une technique d’analyse
élémentaire permettant de voir en théorie tous les éléments du tableau périodique, même
les plus légers tels que l’hydrogène ou le béryllium. Les analyses s’effectuent à atmosphère
ambiante et l’on peut aussi bien analyser des matériaux solides, liquides que gazeux. Mal-
gré une physique complexe, le principe de la LIBS est simple. Cette simplicité lui permet
aujourd’hui de se retrouver aussi bien sur Mars [81] qu’au fond des océans [82]. Elle est
présente dans de nombreux domaines d’applications. Nous pouvons entre autre citer la
biologie [83, 84], la géologie [85] ou même l’industrie [86]. La LIBS a connu un réel es-
sor à partir des années 2000 comme on peut le constater par le nombre de publications
croissant (Figure 2.14). La recherche a été effectué sur la base de recherche de ISI Web
of science pour les termes "LIBS" et "Laser Induced Breakdown Spectroscopy" sur la
période 2000-2020.

La LIBS consiste à analyser l’émission de lumière issue d’un plasma généré par l’in-
teraction d’un laser avec un matériau. Pour cela, un laser à impulsion est focalisé sur
la surface d’un matériau (solide ou liquide). La densité d’énergie est telle que l’interac-
tion entre le laser et le matériau permet d’ablater une partie du matériau puis de créer
un plasma. On collecte la lumière émise par le plasma et on l’analyse via un spectromètre.
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Figure 2.14 – Nombre de publication sur la LIBS entre 2000 et 2020. Extrait de la base
de donnée ISI Web of science.

On focalise une impulsion laser (≥ns) monochromatique à la surface d’un matériau
à l’aide d’optiques. Suite à différents mécanismes physiques (présentés dans la section
suivante), la matière est arrachée, atomisée puis un plasma est généré. Ce plasma est
composé d’atomes et d’ions excités qui émettent des photons lors de leur désexcitation
et de leur refroidissement. Ces photons sont collectés et envoyés dans un spectromètre
optique. On récupère un spectre d’émission optique résolu en temps spécifique à la com-
position élémentaire du matériau. De ce spectre, les raies d’émission sont identifiées et
corrélées aux éléments (cf Figure 2.15).

Figure 2.15 – Principe de l’ablation Laser [87].

Cette technique est peu destructive. En effet, on retire une fraction de matière lors de
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l’ablation (de l’ordre du ng [88]). La figure 2.16 explique les phénomènes physiques princi-
paux lors d’une analyse LIBS. Dans un premier temps, le laser interagit avec l’échantillon.
La grande quantité de photons apportés par l’impulsion laser fait fondre le matériau puis
l’évapore. Un plasma est généré depuis la plume d’évaporation. Le changement de phase
liquide-vapeur étant très court (de l’ordre de la ps), cette expansion de gaz créée une onde
de choc qui vient "souffler" la surface du matériau. En parallèle, la diffusion thermique
propage la chaleur autour du cratère en formation. À la fin de l’interaction laser-matériau,
la plume du plasma continue de s’expandre avant de commencer à refroidir puis dispa-
raît. Nous pouvons citer 4 mécanismes qui détériorent l’échantillon : l’ablation (enlève
de la matière), l’onde de choc ("souffle" la surface), la diffusion thermique (fait fondre le
matériau) et le plasma (interaction plasma-échantillon).

Figure 2.16 – Phénomènes liés à la création du plasma

2.4.2 Mécanisme physique de l’ablation

2.4.2.1.L’ablation laser

Les plasmas induits par laser et les différents mécanismes physiques sont le sujet de
beaucoup d’études dans des domaines différents [89-93]. Les mécanismes physiques sont
dépendants des propriétés physiques du matériau analysé mais aussi des caractéristiques
de l’impulsion laser. Les temps caractéristiques qui surviennent dès le début de l’interac-
tion laser-matériau sont les suivantes [93-95] :

- 1 fs : Absorption des photons.

- 10 fs : Thermalisation des électrons.

- 1 ps : Refroidissement des électrons et transferts d’énergie vers les ions et les atomes.

- 10 ps : Diffusion thermique dans le matériau. Début de l’ablation et évaporation.

- 100 ps : Fonte du matériau.

- 1 ns : Émission de photons du plasma.

- 40 ns : Génération de l’onde de choc.

- environ 10 μs : Disparition du plasma.
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On constate que dans le cas de l’impulsion ns, les mécanismes d’ablation se terminent
bien avant la fin de l’impulsion.

Une impulsion laser ns est focalisée à la surface d’un échantillon. Une partie de la
lumière est réfléchie à la surface du matériau et l’autre pénètre celui-ci. La réflectivité du
matériau dépend en partie de la polarisation et de l’angle d’incidence de la lumière mais
aussi de l’indice de réfraction du matériau et de sa diffusivité. La longueur de pénétration
de la lumière au sein du matériau est définie par lp = 1/α avec α le coefficient d’absorption
du matériau en m−1. Pour que le processus d’ablation ait lieu, il faut que l’énergie déposée
soit supérieure à une énergie seuil. Cette énergie seuil est spécifique au matériau analysé.
Les fluences seuils typiques pour les métaux sont comprises entre 1 et 10 J/cm2, pour les
isolants inorganiques entre 0.5 et 2 J/cm2 et pour les matériaux organiques entre 0.1 et 1
J/cm2 [93].

Le choix d’une impulsion ns plutôt que fs a beaucoup été justifié dans la littérature
[93, 95-97]. L’ablation fs est beaucoup plus nette et efficace qu’une ablation ns comme il
est montré sur la Figure 2.17(a). Cependant, le plasma fs est moins intense et plus court
qu’un plasma induit par laser ns. Lors de l’impulsion fs, l’impulsion laser est terminée
avant que le plasma ne soit généré. Dans le cas de l’impulsion ns, le plasma interagit avec
le laser. Cela apporte de l’énergie au plasma et donc augmente sa température. Comme
on peut le voir sur la Figure 2.17(b), le rapport du signal ns/fs est minimum 2 à 3 fois
plus intense dans l’air.

Cette absorption d’énergie génère principalement un échauffement local [93, 99]. Dans
le cas où la taille du faisceau laser est bien supérieure à la longueur d’absorption, que
l’énergie est homogène et la diffusion latérale de chaleur est négligée, on peut décrire
l’équation de diffusion de la chaleur à une dimension comme :

ρcp(T )
∂T
∂t

= ∂
∂x
(κ(T )∂T

∂x
) + S(x, t)

avec S(x, t) = (1−R(T ))W (t)e−α(T )x

avec ρ la densité du matériau, cp(T ) la capacité thermique du matériau, T sa température,
t le temps, x la position, κ la conductivité thermique, R(T) la réflectivité, W(T) l’évolution
dans le temps de la puissance du faisceau laser et α le coefficient d’absorption à la longueur
d’onde du laser du matériau. S(x,t) est la fonction de chaleur pour un temps t et une
position x.

Cet échauffement de la matière induit une liquéfaction puis une évaporation. La partie
évaporée est appelée plume d’expansion. Dans le cas des impulsions ns, Perez et al. [100]
ont montré que 3 mécanismes étaient impliqués dans le processus d’ablation : la fragmen-
tation, l’explosion de phase et la nucléation hétérogène de vapeur à la limite solide-liquide.
Sur la partie droite de la Figure 2.18, la partie I est composée d’un mélange de gaz et de
gouttelettes liquides en expansion rapide (qui composent en partie la plume d’expansion).
La partie II est composée de bulles de gaz au sein de matière fondue. Cette partie s’expand
plus lentement que la partie I. La partie III contient des cavités en formation dans un
mélange solide-liquide.
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(a)

(b)

Figure 2.17 – (a) Cratère post ablation laser dans un pièce d’acier de 100 μm avec a)
un laser impulsion 200 fs, 120 μJ , fluence F=0.5 J.cm2 à 780nm b) un laser impulsion 3.3
ns, 1 mJ, fluence F = 4.2 J.cm2 à 780nm [98].
(b) Ratio Ins/Ifs de l’intensité de 4 raies de l’aluminium en régime nanoseconde (800nm,
7ns) et femtoseconde (800nm, 100fs), pour une fluence de 134 J/cm2 c) et 67 J/cm2 d).
Temps d’intégration : 10 ns, 1 tir/spectre [94].
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Figure 2.18 – À gauche : évolution temporelle du système irradié en fonction de la densité
et de la température pour différentes profondeurs y0 sous la surface d’origine. Cercles
blancs : branche macroscopique ; cercles noirs : branche dense ; la branche gazeuse est hors
de portée. Les flèches indiquent l’écoulement du temps. S : solide ; L : liquide ; V : vapeur.
À droite : Arrêt sur image de la simulation correspondant à une fluence=1,25Fth=J/cm2,
une FWMH=2,5ns et un temps t=12,5ns. Seule la région d’ablation proche de la surface
est représentée [100].
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2.4.2.2.Le plasma induit par laser

La vapeur quittant le matériau est composée proportionnellement d’espèces neutres
et ionisées selon l’équation de Saha [101]. En se ionisant, la vapeur devient un plasma.
L’impulsion laser étant toujours actif, le plasma interagit avec ce dernier. L’interaction
laser-plasma fait intervenir deux mécanismes principaux [94, 99, 102, 103] : Le Bremss-
trahlung inverse et la photoionisation.

- Le Bremsstrahlung inverse consiste en l’absorption d’un photon par un électron libre
au voisinage d’atomes neutres ou d’ions. L’énergie absorbée est convertie en énergie
cinétique de l’électron. Une des conséquences de cette accélération est l’ionisation en
cascade. L’électron étant suffisamment accéléré, il entre en collision avec un atome
permettant de l’ioniser. Un nouvel électron libre est généré, qui peut à son tour
absorber un photon et ainsi ioniser un autre atome. Ce phénomène est favorisé aux
longueurs d’onde élevées.

- La photoionisation correspond à l’absorption par un atome d’un photon d’énergie
suffisamment importante pour le ioniser. Ce phénomène est donc favorisé avec les
faibles longueurs d’onde.

Ces mécanismes font que le plasma s’opacifie au laser. L’énergie du laser réchauffe ainsi le
plasma. Une longueur d’onde IR n’a pas les mêmes mécanismes d’ablation et d’interaction
avec le plasma qu’une longueur d’onde dans l’UV [104-106]. Cela dépend notamment de
l’absorption optique du matériau [93, 95] et de l’absorption du plasma [104, 106].

Le plasma, se trouvant très rapidement à très haute pression (∼ 105 bar) et à haute
température (∼ 105 K) et un changement de phase se faisant en parallèle, génère une onde
de choc qui se propage dans l’espace.

Une fois l’impulsion laser terminée, le plasma se refroidit. En parallèle, il s’expand pen-
dant 3μs environ avant de diminuer en taille jusqu’à disparaître. Les différents mécanismes
responsables du refroidissement sont :

- L’émission spontanée : un atome/ion va émettre un photon en descendant à un
niveau inférieur.

- Le Bremsstrahlung : c’est le rayonnement de freinage des électrons. L’électron va
perdre de l’énergie en passant à proximité d’un atome ou d’un ion. Ce rayonnement
est continu (part du X pour aller jusqu’aux micro-ondes).

- La recombinaison radiative : Un électron libre va se recombiner à un ion/atome en
libérant un photon.

L’onde de choc permet de limiter le refroidissement du plasma. En effet, elle permet de
confiner le gaz ambiant ainsi que le plasma. Ce confinement confère au plasma toutes ses
propriétés analytiques.

Dans un premier temps, le spectre est presque continu et intense (Bremsstrahlung) et
on nomme ce phénomène le continuum. Quand l’intensité du continuum décroît, les raies
ioniques apparaissent suivies par les raies atomiques. Plus tardivement, la recombinaison

41



CHAPITRE 2. ÉTAT DE L’ART

des espèces chimiques induit l’émission de raies moléculaires. Ceci est schématisé dans la
Figure 2.19. Afin d’obtenir des spectres avec le meilleur rapport signal sur bruit, le choix
d’acquisition en temps résolu permettant de s’affranchir du continuum est préféré. On
parle alors de délai et de porte d’acquisition dans le cas de l’utilisation d’un détecteur
iCCD (intensified charge coupled device).

Figure 2.19 – Évolution temporelle de l’émission du plasma. tD correspond au délai avant
acquisition du signal et tP la durée de la porte d’acquisition du signal.

2.4.3 Instrumentation LIBS

Le système utilisé au sein du laboratoire permet de faire de l’analyse LIBS standard
et de l’imagerie LIBS. Afin de s’adapter aux différents besoins, plusieurs configurations
ont été développées. Plusieurs revues ont été faites [83, 84, 107-109] permettant de mettre
en avant cette pluralité de systèmes disponibles. Je vais présenter dans cette partie les
différents éléments possibles composant un système LIBS.

2.4.3.1.Laser

Les lasers utilisés actuellement pour l’analyse LIBS sont des lasers à impulsion courte
(≥ns). Aujourd’hui, la majorité des instruments sont configurés avec des lasers à impul-
sion ns mais avec des longueurs d’onde variables. Il est reporté dans le tableau 2.4 une liste
non exhaustive des différents lasers rencontrés dans les montages LIBS actuels. Comme
il est reporté dans la revue de Jolivet et al. [108], les lasers Nd :YAG à 1064nm sont les
plus utilisés même si de nombreux montages utilisent le laser Nd :YAG à sa quatrième
harmonique (λ=266 nm). Les lasers utilisés ont généralement un taux de répétition com-
pris entre 10 Hz et 100 Hz. D’autres lasers pouvant travailler aux kHz sont utilisés, c’est
le cas notamment des lasers Titane :Saphir ou Ti :Al2O3.
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Type de laser Longueurs d’onde Durée d’impulsion

Nd :YAG (Solide) 1064 m 6-15 ns

Nd :YAG (Solide) 532 nm, 355 nm, 266nm 4-8 ns

Excimer (Gaz) 308nm, 248 nm, 194 nm, 20 ns

CO2 (Gaz) 10600 nm 200 ns

Ti :Al2O3 (Solide) 650-1100 nm 50 fs

Table 2.4 – Spécificités des lasers utilisés pour la LIBS [110]

2.4.3.2.Spectromètres et détecteurs

Afin de pouvoir obtenir un spectre, la lumière doit être séparée spectralement avant
d’être envoyée sur le détecteur d’une caméra. Il existe plusieurs spectromètres avec pour
chacun un montage optique différent. Les 3 spectromètres utilisés sont : Le Czerny-Turner,
l’Echelle et le Paschen-Runge [111]. Le Czerny-Turner a l’avantage d’avoir une bonne sen-
sibilité grâce à une grande ouverture de leur fente d’entrée. Néanmoins, leur gamme spec-
trale reste limitée. On peut compenser cette faible largeur spectrale en utilisant plusieurs
spectromètres afin de couvrir une gamme spectrale plus large. La résolution est de l’ordre
du pm et est ajustable grâce aux différents réseaux de diffraction. Le spectromètre Echelle
permet d’avoir une gamme spectrale étendue (de 200 nm à 1100 nm selon les modèles)
mais sa fente d’entrée limitée (50 μm maximum) ne permet pas d’avoir une grande sen-
sibilité. Le Paschen-Runge permet d’avoir une gamme spectrale étendue (110 nm jusqu’à
800 nm). Ce montage possédant plusieurs détecteurs, il est possible d’ajuster la sensibilité
de chaque détecteur en fonction de la gamme de détection choisie.

Afin de pouvoir obtenir un spectre, il faut utiliser un détecteur à la sortie du spectro-
mètre. Les 2 détecteurs principaux utilisés sont les CCD (charge coupled device) et les
iCCD (intensified-CCD).

- La CCD [112] : un pixel est composé d’une cellule MOS (metal oxide semiconduc-
tor) qui convertit un photon en pair électron-trou. À l’aide d’une tension, on fait
migrer ces électrons d’un pixel à l’autre (Figure 2.20(a)). Toutes ces étapes se font
rapidement (de l’ordre de la milliseconde). La matrice CCD est une suite de re-
gistres positionnés les uns à côté des autres. À la fin de tous les registres verticaux
se trouvent un registre horizontal. Le registre horizontal récupère les signaux de
chaque registre vertical puis les envoie vers un amplificateur. On peut lire la valeur
en tension de chaque pixel et les convertir en signal numérique. La remise à zéro de
tous les registres prend quelques ms.

- L’intensified-CCD (iCCD) : dans le cas de la caméra CCD intensifiée, un MCP
(microchannel plate), une photocathode et un écran fluorescent accompagnent la
CCD (Figure 2.20(b)). Son fonctionnement est le suivant : un photon interagit avec
la photocathode qui le transforme en électron par photoémission. À l’aide d’une
différence de potentiel, on attire l’électron à travers le MCP. Le MCP multiplie les
électrons le long de son trajet. Les nuages d’électrons sortant de chaque microtube
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sont envoyés sur l’écran fluorescent puis sur la caméra CCD. L’avantage de cette
caméra est qu’elle permet de faire des images sur des temps très courts (de l’ordre
de la dizaine de ns pour les meilleurs iCCD) grâce au contrôle de la tension sur le
MCP.

(a) (b)

Figure 2.20 – (a) Fonctionnement d’une dalle CCD (adapté de [112]). (b) Composant
d’une iCCD (source Andor Technologies).

A l’aide de l’iCCD, il est possible de faire de l’acquisition du signal en temps résolu
avec une résolution de 5 ns.

2.5 Imagerie LIBS

2.5.1 Principe de l’imagerie

Les premières cartographies en LIBS ont été réalisées dans la fin des années 90 [108,
113]. Il a été montré la possibilité de réaliser des analyses micrométriques [114], au kHz
[115] mais aussi sur de grande surface ainsi que de la cartographie 3D [116]. L’arrivée sur
le marché, au début des années 2000, d’instruments plus performants (tels que les caméras
iCCD) a permis le développement de l’imagerie LIBS.

L’imagerie LIBS se base sur le fonctionnement de la LIBS classique. Elle offre la pos-
sibilité de créer des cartographies de la distribution des éléments au sein des matériaux.
Tous les éléments du tableau périodique sont analysables. Les développements instrumen-
taux font qu’il est possible aujourd’hui de faire de l’imagerie micrométrique. La sensibilité
de la technique permet de faire de la détection au ppm pour la majorité des éléments ana-
lysés et cela sous atmosphère ambiante. Il est possible de travailler sur des surfaces allant
du mm2 au cm2. L’analyse de surface de l’ordre du cm2 peut générer des cartographies
contenant des millions de spectres et cela en seulement quelques heures [88].

2.5.1.1.Fonctionnement de l’imagerie LIBS

Afin de pouvoir obtenir une image par la suite, il est nécessaire d’analyser toute la
surface. Pour cela, on analyse la surface de l’échantillon point par point. L’espace entre
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chaque tir définit le pas d’analyse. Il existe deux façons de balayer la surface de l’échan-
tillon : en scan continu ou en pas à pas. Le scan continu consiste à placer l’échantillon
sous le faisceau du laser puis à le déplacer entre chaque tir. Il est possible de déplacer le
faisceau du laser en laissant l’échantillon fixe [117]. On répète cet enchaînement sur une
certaine distance x puis on fera un pas en y avant de reprendre l’enchaînement. La Figure
2.21 résume le principe du scan en imagerie LIBS.

Figure 2.21 – Principe du scan de l’échantillon en imagerie LIBS. Adapté de [108].

Il est important que l’échantillon soit parfaitement plan. En effet, on doit garder les
mêmes conditions d’analyses sur toute la surface de notre échantillon. L’article de Jantzi
et al. [30] cite les préparations les plus adaptées selon le type d’échantillon à analyser.

Pour chaque point on récupère un spectre LIBS. Pour construire une image élémen-
taire, on extrait le signal de la raie d’émission de l’élément désiré. On construit un pixel
de l’élément à l’aide du signal extrait sur le spectre correspondant à l’emplacement du
pixel. On construit pixel par pixel la cartographie afin d’obtenir une image.

2.5.1.2.Performances de l’imagerie LIBS

L’analyse LIBS est dépendante des paramètres choisis par l’opérateur. Chaque acquisi-
tion est optimisée selon les besoins de l’analyse et du type d’échantillons. Les performances
de l’analyse correspondent à un compromis entre le pas d’analyse et la sensibilité.

L’optimisation de l’analyse passe par le contrôle des processus d’ablation et de géné-
ration du plasma. De l’ablation laser dépend fortement la limite de détection et le pas
d’analyse. Pour une meilleure répétabilité tir à tir, il est nécessaire d’éviter le recouvre-
ment des tirs [88]. De la taille du cratère dépend fortement le pas d’analyse mais aussi
l’intensité du signal. La sensibilité liée au plasma généré et donc à l’énergie laser,à l’abla-
tion laser mais aussi à la focalisation [118]. Un compromis entre l’énergie, la focalisation
et le pas d’analyse doit être fait pour optimiser l’analyse. Les Figures 2.22(a) et 2.22(b)
montrent que l’augmentation du pas d’analyse (taille de cratère) est au détriment de la
sensibilité.

L’optimisation du signal dépend aussi des paramètres instrumentaux choisis. Ils sont
dépendants du laser mais aussi du spectromètre optique, de la caméra et de divers para-
mètres d’acquisitions. Les paramètres laser à optimiser sont l’énergie laser et la focalisa-
tion. L’énergie laser est liée à la quantité de matière arrachée. Plus on apporte d’énergie,
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plus la matière vaporisée est importante. Cependant, on augmente la taille du cratère [118]
et donc le risque de recouvrement tir à tir. La focalisation du laser détermine en partie la
taille du cratère comme illustré sur la Figure 2.22(c). Pour une majorité d’échantillons, il
est conseillé de focaliser le laser à la surface ou légèrement en dessous.

(a) (b) (c)

Figure 2.22 – (a) Influence de la taille du cratère sur la sensibilité du Mg. Pour les tailles
de cratère supérieures à 10 μm, on a un recouvrement des cratères. Adapté de [88]. (b)
Influence de l’énergie laser sur la sensibilité et la taille du cratère. Adapté de [118]. (c)
Influence de la focalisation du faisceau laser par rapport au signal LIBS et à la taille du
cratère. Adapté de [118].

Il est possible de réaliser plusieurs tirs au même endroit pour acquérir un spectre. Les
tirs multiples permettent d’augmenter la sensibilité mais cela au détriment de la résolution
spatiale. En effet, en faisant plusieurs tirs, on arrache plus de matière et donc on augmente
la taille du cratère.

L’environnement de mesure influe sur le plasma et son émissivité. Il est possible d’ajou-
ter un gaz neutre tel que l’hélium ou l’argon mais aussi à pression plus faible [119]. Le flux
de gaz apporté sur la zone d’analyse favorise le confinement du plasma. Une variation du
débit n’a aucune influence sur le signal [90, 120]. Outre le confinement du plasma, l’apport
du gaz permet de limiter l’interaction du plasma avec les éléments de l’atmosphère. En
effet, la recombinaison des éléments du plasma avec l’oxygène ou l’azote réduit la durée
de vie et l’émission de signal optique.

Une étape importante dans l’optimisation de l’imagerie LIBS est la préparation des
échantillons. Il est important que la surface des échantillons soit parfaitement plane pour
garder les mêmes conditions d’analyse tir à tir.

Les performances de l’imagerie LIBS sont définies selon 4 axes principaux : La résolu-
tion, la sensibilité, la vitesse et la répétabilité.

La résolution est définie comme l’espace entre chaque tir laser. Afin d’obtenir des
cartographies ayant suffisamment d’information, il faut un maximum de tir au sein de
la surface à analyser et donc un espace tir à tir le plus petit possible. Aujourd’hui, à
l’ILM, la résolution optimale obtenue en imagerie LIBS est de 10 μm (distance tir à
tir) [108]. Cette résolution est possible sur une grande majorité de matériaux et plus
particulièrement les matériaux durs. La sensibilité correspond à la concentration limite
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détectée pour un élément. Il est important d’avoir une sensibilité permettant de détecter de
faibles concentrations notamment lors de la recherche d’éléments sous forme de trace dans
le matériau. Aujourd’hui, il est possible de détecter les éléments avec une concentration
de l’ordre du ppm lors d’analyses monotirs [88]. La vitesse dépend de la cadence du laser
mais aussi du temps d’acquisition d’un spectre. Le temps d’acquisition est lié au plasma
(acquisition optimale dans le temps du signal) mais surtout du capteur utilisé. Dans le
cas des caméras iCCD, le temps d’acquisition dépendra essentiellement du choix fait pour
le délai et la porte d’acquisition du signal. Le temps d’acquisition est généralement de
la milliseconde. En imagerie, la vitesse est donc essentiellement régie par la cadence du
laser. Aujourd’hui, il est possible d’analyser avec des lasers fonctionnant au kHz [115,
121] mais avec l’aide de CCD non matricielle (ligne). La répétabilité est divisée en deux
parties : la répétabilité tir à tir et la répétabilité dans le temps. La répétabilité tir à tir
est importante afin d’avoir les mêmes conditions d’analyse sur toute la cartographie. La
répétabilité dans le temps permet de s’assurer que les résultats d’une cartographie, si la
cartographie est analysée une seconde fois, sont toujours identiques dans le temps.

2.5.2 L’imagerie LIBS pour le domaine du biomédicale

L’imagerie pour le biomédical s’est développée dans les années 2010. Le besoin d’étu-
dier la distribution des éléments (endogènes ou exogènes) au sein des tissus biologiques
ou humains s’est accru ces dernières années. Plusieurs revues ont déjà été réalisées sur le
sujet [83, 84, 108, 113, 122] permettant de mettre en avant le développement de l’imagerie
LIBS pour le biomédicale.

Les premières cartographies LIBS en biologie ont été réalisées sur des végétaux en
2007 par Galiovà et al. [123]. Ils ont montré la distribution du Plomb dans une feuille
de Helianthus annuus. Le pas d’analyse était alors de 500μm et la feuille analysée était
séchée. De nombreuses améliorations ont permis dès 2016 de travailler sur feuille fraîche
[124]. Dès 2017, Krajcarova et al. ont réalisé des cartographies avec un pas d’analyse de
50μm [125]. La possibilité de faire du 3D sur des végétaux a été démontrée en 2016 par
Peng et al. [126].

Les premiers travaux de l’équipe de l’ILM réalisés sur tissu animal ont commencé en
2011. Suite au besoin de voir la biodistribution de nanoparticules de Gd au sein du rein
après injection, notre équipe a analysé des tissus de rein de souris frais. La résolution
spatiale était à ce moment là de 100μm. En 2014, avec une préparation spécifique des
échantillons biologiques (inclusion en résine), l’équipe a pu réaliser des analyses avec une
résolution spatiale de 20μm [118]. En 2015, le papier de Sancey et al. [127] a démontré
qu’il était possible de réaliser des cartographies de rein de souris avec un pas d’analyse de
seulement 10μm. La possibilité de faire de l’imagerie 3D en LIBS sur des tissus d’animaux
a été prouvé en 2016 [23]. Sur la Figure 2.23, on constate l’amélioration de la résolution
entre les premières analyses à 100 μm et les dernières réalisées avec un pas d’analyse de
10μm.
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Figure 2.23 – Biodistributions du gadolinium dans un rein de souris. (a) Cartographie
d’une coupe fraîche réalisée avec un pas d’analyse de 100 μm [30]. (b) Cartographie de
tissu inclus en résine Epoxy réalisée avec un pas d’analyse de 10 μm [30]. (c) Cartographie
3D de tissu inclus en résine epoxy réalisée avec un pas d’analyse de 100 μm [23].

L’imagerie de tissu humain a été réalisée pour la première fois par Bonta et al. en 2016
[128] (Figure 2.24(a)). A l’aide d’un système couplé LIBS/LA-ICP-MS, ils ont analysé
une tumeur pulmonaire afin d’étudier la distribution des éléments après injection d’un
traitement anticancéreux. Les analyses ont été réalisées sur du tissu frais à 40μm de
résolution. Les premières analyses effectuées sur des tissus inclus en paraffine ont été
mises au point dans notre équipe en 2017 [21, 22]. Ces analyses ont été réalisées avec une
résolution de 60μm (Figure 2.24(b)). Les analyses sur tissus frais et inclus en paraffine
ont conduit à une diminution de la résolution.

2.5.3 Conclusion sur l’imagerie LIBS pour le domaine du
biomédicale

Obtenir la biodistribution des éléments ainsi que leur caractérisation est nécessaire
pour poser un diagnostic ou pour comprendre le fonctionnement d’un nouveau traitement.
De part son montage tout optique compatible avec les méthodes d’analyses standards,
sa sensibilité, son analyse à atmosphère ambiante et sa résolution spatiale, l’imagerie
élémentaire LIBS est parfaitement adaptée à l’analyse de tissu inclus en paraffine. La
détection de tous les éléments, même les plus légers, avec une sensibilité au ppm est un
avantage non considérable face aux techniques concurrentes.

Tous ces paramètres font de la LIBS un bon candidat pour l’analyse biomédicale de
tissus complémentaires aux méthodes de routines.

Cependant, le pas d’analyse a fortement augmenté entre l’inclusion en résine et l’in-
clusion en paraffine. En effet, alors que l’analyse de tissu inclus en résine époxy se fait
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Figure 2.24 – (a) Coupe histopathologique d’un granulome cutanée et l’image multi-
élémentaire LIBS sur un bloc de tissu inclus en paraffine à 60μm de pas d’analyse. En
vert est représenté l’aluminium (élément exogène) et en rouge est représenté le sodium
(structure du tissu). [21] (b) Coupe fraîche de mésothéliome pleural malin (épaisseur20
μm observée au microscope) et image élémentaire LIBS représentant le potassium avec
un pas d’analyse de 40 μm. [128]
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avec un pas d’analyse optimal (10 μm), l’analyse sur tissu inclus en paraffine se fait avec
un pas de 60 μm.

L’objectif de cette thèse est de comprendre et d’optimiser l’analyse par imagerie LIBS
de tissu inclus en paraffine afin d’avoir une analyse qui soit similaire à celle réalisée sur
tissu inclus en résine époxy. Nous souhaitons à terme obtenir le même pas d’analyse et
la même sensibilité sur paraffine que sur époxy. Pour cela des études de l’ablation sur la
paraffine et d’autres matériaux sont conduites afin d’optimiser l’analyse sur paraffine.

2.6 Conclusion
Les tissus pulmonaires possèdent une structure aérée et une composition élémentaire

assez variée. Par son contact avec l’air extérieur, le poumon peut accumuler des particules.
Selon la taille et la composition de ces particules, des maladies pulmonaires peuvent se
déclarer.

Afin de réaliser un diagnostic, les anathomopathologistes font l’analyse par microscopie
optique de coupe fine de tissu coloré inclus en paraffine. Cette technique est un standard
international. Cependant, les limites de résolution des microscopes ne permettent pas de
détecter les particules de taille nanométrique. De plus, la coloration étant spécifique à un
élément, il n’est pas possible de faire de la caractérisation multi-élémentaire. Pour répondre
à ce besoin, les cliniciens se sont tournés vers les techniques d’imagerie élémentaire. Ces
techniques permettent d’obtenir la biodistribution des particules au sein des tissus et de
les caractériser chimiquement. Elles ont chacune des avantages et des inconvénients et
grâce à l’imagerie LIBS, nous pouvons passer outre ces inconvénients.

L’imagerie LIBS est une technique d’imagerie élémentaire de spectroscopie par ablation
laser. Sa sensibilité de l’ordre du ppm et sa résolution spatiale micrométrique en fait un
parfait candidat. De plus, son montage tout optique lui permet d’être compatible avec les
techniques histopathologiques de routine.
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Chapitre 3

Instrumentation et optimisation pour la
mesure des tissus

3.1 Introduction
Nous allons expliquer en détail l’instrument LIBS développé au sein de l’ILM et notam-

ment comment celui-ci est optimisé pour l’analyse d’échantillon biologique. Pour piloter
l’instrument et extraire des cartographie, deux logiciels développés par Vincent Motto-ros
vont être détaillés.

Une fois la partie technique décrite, nous expliquerons les résultats obtenus après avoir
réalisés des études comparatives du signal et de l’ablation sur différents matériaux dont la
paraffine. Le but de ces études est de comprendre d’où peut venir les différences observées
entre les matériaux, tant sur le signal que sur le cratère.

La dernière partie explique l’étude d’optimisation de l’analyse LIBS sur paraffine. À
terme, nous souhaitons obtenir une optimisation de la résolution et du signal LIBS pour
l’analyse de tissu inclus en paraffine.

3.2 Instrumentation pour le domaine du biomédicale
Comme déjà mentionné, une analyse LIBS repose sur un nombre important de para-

mètres expérimentaux (propriétés du faisceau laser, focalisation, échantillon, détection,
etc.). Il est ainsi indispensable d’optimiser au mieux ces paramètres retenus pour réaliser
de manière optimale l’imagerie LIBS des tissus inclus en paraffine.

Le système LIBS présent à l’ILM est composé d’un laser Nd-Yag (Centurion, Quantel)
à sa longueur d’onde fondamentale (1064 nm). Il possède une cadence de 100 Hz et une
impulsion d’une durée de 8 ns. L’énergie d’une impulsion est autour de 25 mJ à la sortie
du laser. L’impulsion laser est ensuite élargi par un élargisseur de faisceau puis atténuée en
énergie selon les besoins de l’analyse. A l’aide d’une succession de miroirs, le faisceau est
dirigé sur un objectif ×15 (modèle LMM-15X-P01, Thorlabs). Le faisceau laser étant fixe,
l’échantillon est déplacé durant l’analyse à l’aide d’une platine XYZ. Pour que l’échantillon
soit placé à la bonne hauteur afin d’être au point focal de l’objectif, le contrôle s’effectue
à l’aide d’un pointeur laser dirigé vers la surface ainsi que d’une caméra qui permet de
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visualiser la surface. On a la possibilité d’imager toute la surface de notre échantillon à
l’aide d’une caméra couplée à un objectif champ large. L’image champ large nous aide
à programmer la zone à analyser de l’échantillon. En cours d’analyse, une caméra CCD
(Charge Coupled Device) permet de prendre l’image en temps réel du plasma. De plus, les
analyses peuvent être effectuées à atmosphère ambiante ou sous flux d’argon. Le système
intègre aussi un montage permettant de réaliser des analyses Raman ponctuel fonctionnant
à 735nm. La lumière émise par le plasma est collectée puis envoyée sur deux spectromètres
de type Czerny-Turner couplés à des caméras iCCD (intensified Charge Coupled Device).
Le système est représenté sur la Figure 3.1.

Figure 3.1 – Montage LIBS du laser au plasma. PM : Puissance-mètre - BS : Obturateur
de faisceau - BE : Élargisseur de faisceau - ATT : Atténuateur (adapté de [88])

Nous allons détailler plus spécifiquement chaque partie de l’instrument en commen-
çant par la partie concernant le positionnement de l’échantillon puis nous expliquerons
comment est collecté et détecté le signal émis par le plasma.

3.2.1 Positionnement de l’échantillon

L’énergie de l’impulsion laser est mesurée à l’aide d’un puissance-mètre. Pour faire
cette mesure, on place un miroir semi-réfléchissant sur le chemin optique pour séparer le
faisceau dans deux directions. Un obturateur est placé sur le chemin optique et donne
la possibilité de bloquer les impulsions laser en cas de besoin. Il permet d’une part de
sécuriser la zone d’analyse en bloquant les faisceaux laser à la fin d’une analyse, d’autre
part, il nous permet de faire de l’analyse à 20 Hz en laissant passer un tir sur cinq.
L’analyse à 20 Hz est utilisée pour un mode tir à tir et non pour l’imagerie. Le mode tir
à tir n’a cependant pas été utilisé pendant ma thèse.

Souhaitant obtenir un spot laser avec le plus petit diamètre possible, on utilise un
élargisseur de faisceau. En élargissant le faisceau, nous pouvons couvrir toute la surface de
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la pupille d’entrée de l’objectif (soit 8 mm) afin d’obtenir la meilleure ouverture numérique
possible (et donc un diamètre de spot le plus petit possible). De plus, en élargissant le
faisceau, on diminue la fluence du faisceau arrivant sur les optiques ce qui permet de les
protéger d’une possible ablation (le seuil d’ablation du matériau de l’optique n’est pas
dépassé).

On utilise un atténuateur afin de pouvoir ajuster l’énergie à nos besoins expérimentaux.
Il est composé d’une lame demi-onde et d’un polariseur permettant de faire varier l’énergie
du laser entre 10 μJ et 10 mJ. Le faisceau laser est ensuite focalisé sur l’échantillon à l’aide
d’un objectif ×15. Cet objectif possède une réflectance supérieur à 96% pour la longueur
d’onde du laser (1064nm). Il utilise un système de surface réfléchissante (dépôt d’argent)
permettant de s’affranchir des aberrations chromatiques. Son ouverture numérique à 0.3
nous permet d’obtenir un spot de l’ordre de 4 à 5 μm de rayon au point focal. La distance
de travail se situe à 23.8mm. La Figure 3.2 regroupe les informations concernant l’objectif.

(a) (b)

Figure 3.2 – Informations concernant l’objectif Thorlabs LMM-15X-P01 [129] (a) Fonc-
tionnement de l’objectif. (b) Réflectance de l’objectif en fonction de la longueur d’onde.

Un flux d’Argon est ajouté au niveau de la zone d’ablation. Le flux est apporté à l’aide
d’un tube. Ce tube est monté sur un support permettant d’ajuster sa position afin d’être
dirigé parfaitement sur la partie de l’échantillon ablaté. Un débit-mètre permet d’ajuster
le flux d’Argon. Des études ont montrés que l’apport d’un flux d’Argon permet d’obtenir
un meilleur signal. Il a été démontré que le changement de débit ne modifiait pas le signal
[90, 120].

Pour que l’ablation soit optimale, il faut que la surface de l’échantillon soit placée au
point de focalisation du faisceau. Pour ajuster la position de l’échantillon, une platine XYZ
pilotée par l’ordinateur est utilisée. Les platines sont constituées d’un porte échantillon et
de moteurs de la marque PI pouvant se déplacer sur une distance de 10 cm pour les trois
axes. La vitesse maximum de déplacement sur les axes X et Y est de 10 mm/seconde et de
3 mm/seconde pour l’axe Z. Les moteurs ayant une précision inférieure au micromètre (sur
les trois axes), il nous est possible d’analyser les échantillons avec des pas d’analyse allant
de 5 μm à 100 μm. Pour contrôler le bon placement de l’échantillon en hauteur, un pointeur
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laser est dirigé sur la surface de l’échantillon. Lors de la préparation d’un échantillon, il
est possible que la surface ne soit pas horizontale, et ainsi que des parties soient hors
point focale. Pour compenser cette différence de hauteur, le support de la platine permet
de bouger l’échantillon selon deux angles afin de pouvoir ajuster cette l’horizontalité. A
l’aide de la caméra couplée à un objectif champ large, la zone d’acquisition de l’échantillon
est définie. Le logiciel pilote la platine ainsi que la caméra couplée à l’objectif champ large
afin de placer l’échantillon sous l’objectif et réaliser l’image.

3.2.2 Collection et détection

On focalise un tir laser sur l’échantillon ce qui va ablater de la matière de l’échantillon
et générer un plasma. Pour obtenir un spectre, il faut collecter les photons émis par le
plasma. L’étendue spectrale de l’analyse peut couvrir un large domaine allant de l’IR à
l’UV. Les photons émis par le plasma sont collectés à l’aide de deux voies optiques cou-
plées à deux spectromètres que nous allons détailler.

Pour la collecte des photons, deux voies optiques sont ainsi installées. La première
voie de collection (visible-IR) utilise une fibre optique. Une lentille convergente couple
les photons dans une multi-fibre optique circulaire (bundles) placé avec un angle 45◦ par
rapport à la surface de l’échantillon. La fibre optique permet de transmettre de l’UV à
l’IR en limitant les pertes par absorption. La sortie de la fibre est directement couplée à la
fente d’entrée d’un premier spectromètre. Cependant, la fibre optique absorbe fortement
en dessous de 220 nm, or nous souhaitons détecter des éléments endogènes et exogènes qui
possèdent des raies d’émission en dessous de 220 nm (ex : zinc, bore, phosphore, carbone).
Pour cela, une seconde voie de collection, dite "directe" est dédiée à la partie UV. Elle
est composée d’une lentille convergente en CaF2 et d’un miroir en aluminium traité pour
l’UV. La lentille de collection est montée dans un tube permettant d’ajuster la focalisa-
tion sur la fente d’entrée d’un second spectromètre en fonction de la gamme spectrale
à détecter. Ce montage est optimisé dans la collecte des photons émis dans l’UV (>180
nm). En effet, l’atmosphère notamment l’oxygène absorbe fortement en dessous de 200
nm [130, 131]. Une photographie des voies de collection est représentée Figure 3.3.

Les spectromètres installés sont du type Czerny-Turner. Le spectromètre couplé à la
voie de collection "directe" est un Shamrock 303 de chez Andor Technologies. Il est com-
posé d’une tourelle de 3 réseaux (1200, 1800 et 2400 traits/mm et de blaze 300 nm chacun)
permettant de choisir la résolution du spectre et donc la largeur spectrale analysée. Le
second spectromètre est un Shamrock 500 de chez Andor Technologies. Il est composé
d’une tourelle de 3 réseaux (600, 1200 et 1800 traits/mm et de blaze 300 nm chacun). Les
tourelles des deux spectromètres sont optimisées pour l’analyse UV. Souhaitant détecter
un maximum d’éléments à la fois lors de nos analyses tout en gardant une bonne réso-
lution, nous avons choisi de paramétrer notre spectromètre Shamrock 303 avec le réseau
1800 traits/mm. Il permet de travailler avec une gamme spectrale de largeur �40 nm et
une résolution de 6 pm. Le shamrock 500 est configuré pour les prochaines analyses avec
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le réseau 600 traits/mm qui permet d’obtenir une largeur spectrale de �80 nm et une
résolution de 150 pm.

Figure 3.3 – Photographie des voies de collection.

Le plasma étant transitoire, le signal émis évolue dans le temps. Comme expliqué
précédemment, le plasma émet dans les premiers temps un signal continu et intense que
l’on nomme continuum. En refroidissant, les raies d’émission ionique puis atomique appa-
raissent. A mesure que le temps passe, le plasma refroidit et son signal diminue. La Figure
3.4 représente l’évolution temporelle du signal LIBS d’un matériau composé d’aluminium
dans le temps. On voit sur la Figure 3.4 que le signal est optimal (meilleur rapport si-
gnal sur bruit) à partir d’un certain temps après l’impulsion laser (délai) et pendant une
certaine durée (porte d’acquisition). Le délai et la porte d’acquisition dépend du type
d’échantillon analysé.

Pour pouvoir acquérir ce signal optimisé, il nous faut faire des acquisitions en fonction
du temps. Dans ce but, des caméras iCCD (iStar, Andor Technologies) sont installées sur
les spectromètres. Elles permettent de faire de l’acquisition sélective en temps résolu. Les
caméras iCCD permettent de faire des images sur des temps très courts (de l’ordre de la
dizaine de ns) grâce au contrôle de la tension sur le MCP.

Afin d’acquérir un signal résolu dans le temps, l’acquisition du signal par les caméras
est déclenchée pendant un certain temps (défini par l’opérateur) après l’impulsion laser
grâce à un couplage entre le laser et les caméras. De plus, ces caméras donnent la possi-
bilité d’amplifier le signal (gain compris entre 0 et 4096). Les détecteurs choisis pour les
deux caméras sont sensibles dans l’UV. Le choix de travailler dans l’UV est lié aux raies
d’émission des éléments à analyser dans le cadre de cette étude. Il est donc important que
les caméras mais aussi les voies de collection soient optimisées pour ces gammes spectrales.

Un vue globale de l’instrument dans son ensemble est montrée en Figure 3.5.
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Figure 3.4 – Évolution dans le temps du signal d’un matériau composé d’aluminium.

Figure 3.5 – Photo de l’instrument LIBS dans son ensemble.
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3.2.3 Optimisation de l’instrument pour l’analyse de tissus
inclus en paraffine

L’instrument est composé d’éléments fixes et d’éléments modulables. Les éléments
fixes sont constitué d’éléments avec des paramètres précis et non modifiables. Lors de
nos analyses, il faut s’accommoder de ces éléments, quelques soient la nature de nos
échantillons. Ces éléments sont recensés dans le Tableau 3.1.

Élément fixe Propriétés
Objectif Thorlabs LMM-15X-P01 Objectif de microscope ×15

Longueur d’onde du laser 1064 nm
Fréquence du laser 100 Hz
Durée d’impulsion 8 ns

Table 3.1 – Tableau récapitulatif des éléments fixes de l’instrument.

Les éléments modulables, quand à eux, nous permettent d’optimiser l’instrument pour
nos analyses sur tissus inclus en paraffine. Les éléments ajustables ainsi que leurs proprié-
tés sont recensés dans le Tableau 3.2.

Élément modulable Propriétés
Énergie du laser 10 μJ à 10 mJ

Espace entre chaque tir 5 μm à 100 μm
Position de l’échantillon Platine ajustable en x,y et z

Réseaux des spectromètres

Spectromètre 500 :
600 traits/mm, 1200 traits/mm et 2400 traits/mm

Spectromètre 303 :
1200 traits/mm, 1800 traits/mm et 2400 traits/mm

Délais de détection des caméras iCCD de la ns à la ms
Porte d’acquisition des caméras 1 à 10 μs

Gain des caméras 0 à 4096

Table 3.2 – Tableau récapitulatif des éléments modulables permettant l’optimisation de
l’instrument pour l’analyse de tissus inclus en paraffine.

Dans la suite de ce chapitre, chaque élément modulable a été ajusté à l’aide des
différentes études réalisées afin d’optimiser l’analyse des tissus inclus en paraffine.

3.2.4 Logiciels

3.2.4.1.Logiciel de l’instrument LIBS

Un logiciel de contrôle de l’expérience développé à l’ILM sous LabView (National
Instruments) a pour objectif principal d’automatiser la mesure.

Il nous permet de contrôler individuellement chaque partie de l’instrument permettant
d’avoir une meilleure répétabilité. En effet, chaque partie (laser, flux d’argon, placement
de l’échantillon) à une influence sur l’analyse.
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Figure 3.6 – Capture écran du logiciel de pilotage de l’instrument LIBS.

La Figure 3.6 montre l’interface utilisateur du logiciel. Chaque bloc permet de contrô-
ler une partie spécifique de l’instrument.

Le logiciel pilote le laser et notamment l’activation du pompage de la cavité. Ce
contrôle permet de sécuriser l’instrument pour l’opérateur et de limiter le vieillissement
du laser. L’énergie est ajustée à l’aide de l’atténuateur et du puissance-mètre au début de
l’analyse.

Il est possible d’ajouter un flux d’Argon lors de l’analyse. Ce flux est géré par un
débit-mètre piloté par le logiciel. L’opérateur a la possibilité d’activer le flux d’argon et
d’ajuster sont débit.

Comme expliqué plus haut, afin que l’ablation soit optimale, l’échantillon doit être
placé au point focal tout le long de l’analyse. Le logiciel permet de manipuler la platine
XYZ et d’ajuster la hauteur de l’échantillon avant et pendant l’analyse si la focalisation
n’est pas optimale. L’image perçu par la caméra de contrôle est affichée en continu en
haut de l’écran du logiciel.

Le logiciel permet deux modes de mesure : imagerie LIBS (100 Hz) ou tir à tir (20
Hz). Pour les deux modes, des onglets permettent d’accéder de l’un à l’autre. En mode
imagerie, les paramètres tels que la distance entre chaque tir d’analyse et la taille de la
cartographie sont à définir. Une partie du logiciel permet de renseigner ces informations.
En mode tir à tir, un espace dédié permet de définir le nombre de pulse à effectuer par
session de tir.

Une fois que l’analyse est finie, le logiciel coupe automatiquement le flux d’Argon
et met le laser en veille. On a la possibilité de faire une capture image de la surface
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de l’échantillon après analyse. Cette capture post-analyse permet d’étudier la surface de
l’échantillon si besoin.

Lors de la mise en place de l’échantillon dans le cas de mes analyses LIBS, les para-
mètres clefs prioritaires sont le bon placement de l’échantillon et la séquence LIBS afin
d’indiquer la taille de la cartographie. La vérification du placement de l’échantillon se fait
à l’aide du pointeur laser et de la caméra permettant de visualiser la surface de l’échan-
tillon. En déplaçant l’échantillon, on s’assure qu’il est parfaitement plan. Ensuite, à l’aide
de l’image obtenue avec la caméra champ large, on ajuste la taille de la cartographie.

3.2.4.2.Logiciel de traitement des spectres LIBS

Pour étudier les spectres obtenus, il faut un logiciel permettant de les lire et d’extraire
les données. Cependant, les logiciels actuels utilisés en LIBS ne permettent pas de traiter
un nombre important de spectre rapidement (plusieurs milliers de spectre à la fois) et de
générer des cartographies. Ils sont adaptés pour l’analyse de spectre seul. Un logiciel a été
développé à l’ILM par V. Motto-Ros sous LabView pour répondre à ce besoin.

Dans un premier temps, les fichiers contenant les spectres sont convertis dans un
format propre à l’environnement LabVieW. En effet, LabVieW est optimisé dans la lecture
de fichiers propres à National Instruments. Le format choisi est le TDMS (Technical
Data Management Streaming) qui est un format de fichier binaire et hiérachisé (source :
National Instruments).

Une fois les fichiers convertis, les données sont lues et le spectre moyen (moyenne de
tous les spectres) est affiché. Ce spectre permet d’avoir une vue globale des différents
éléments présents au sein de l’échantillon. Cependant, seuls les éléments en concentration
importantes sont visibles.

Une capture écran de la partie du spectre typique est montrée dans la Figure 3.7.

A l’aide de ce spectre moyen, on sélectionne les raies des éléments pour lesquelles on
souhaite extraire le signal. Une explication détaillée de la sélection des raies et de l’ex-
traction du signal est donnée dans le §4.2. Par la suite, on lance le calcul pour l’extraction
du signal afin de générer les cartographies élémentaires liées aux raies pré-sélectionnées.

Un fois les cartographies obtenues, le logiciel affiche la cartographie liée à l’élément
sélectionné dans la liste des éléments extraits. Cette liste est sur la partie gauche de l’écran
(Figure 3.8). Pour chaque pixel de la cartographie, le spectre qui lui est associé est affiché
à côté de la cartographie. Il permet de confirmer ou non si l’intensité extraite est bien liée
à une raie sur le spectre.

Les cartographies sont affichés directement sur le logiciel. Il est possible d’effectuer
directement des traitements d’image simples ou soit les enregistrer en image texte et les
analyser via d’autres applications. Les traitements d’image possibles depuis le logiciel
sont : ajustement du contraste de la cartographie (en ajustant les seuils d’intensités),
création de masque et montage d’images multi-élémentaires.
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Figure 3.7 – Capture écran de la partie spectre du logiciel LasMap.

Figure 3.8 – Capture écran de la partie cartographie du logiciel LasMap.
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3.3 Études comparatives de l’ablation sur différents
matériaux

L’inclusion en paraffine des tissus biologiques est un standard dans le milieu médical
à l’échelle internationale. Cependant, comme il a été mentionné plus haut, la paraffine
est un matériau difficile à analyser et il est important d’identifier les paramètres qui in-
fluencent le signal et la résolution spatiale.

La résolution spatiale est intrinsèquement liée au diamètre du cratère (Figure 3.9). En
effet, plus le diamètre du cratère est petit, plus l’espace tir à tir est réduit. En imagerie
LIBS, la répétabilité de l’analyse passe par un non recouvrement des cratères [17, 128,
132-134]. Cependant, si l’on réduit la distance tir à tir à une distance inférieur au diamètre
du cratère, on se retrouve dans le cas d’un recouvrement de tir. Ce recouvrement de tir
réduit la répétabilité de l’analyse [135, 136].

(a) (b)

Figure 3.9 – Schéma explicatif de la résolution spatiale en imagerie LIBS. (a) Cas idéal
en imagerie LIBS ; La distance tir à tir est supérieure au diamètre des cratères. (b) Cas
de recouvrement de tir. Les cratères se superposent dû à une distance tir à tir inférieur
au diamètre du cratère.

Lors d’une analyse LIBS, comme mentionné dans le §2.4.1, plusieurs mécanismes phy-
siques ont lieu (ablation, onde de choc et plasma). Lors de l’analyse de matériau dur
(matériau majoritairement analysé en LIBS et en imagerie LIBS), le matériau est endom-
magé par les mécanismes liés à l’ablation par le laser. Les autres mécanismes liés à l’onde
de choc ou au plasma n’affectent pas ou très peu le matériau. Dans le cas des matériaux
mous tels que la paraffine, outre les mécanismes d’ablation, l’onde de choc influe aussi
sur la taille du cratère. Lors de la propagation de l’onde de choc, on suppose que l’onde
augmente la taille du cratère en repoussant la matière sur l’extérieur du cratère. Cette
différence est représentée sur la Figure 3.10.

Suite à ce constat et souhaitant optimiser l’analyse par imagerie LIBS sur tissus inclus
en paraffine, plusieurs études sont menées et présentées dans cette partie. Les études
réalisées sont les suivantes :

- Caractérisations des cratères pour plusieurs matériaux dont la paraffine
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- Imagerie de plasma des mêmes matériaux

- Étude de la durée de vie des plasmas par le biais d’une étude cinétique

- Optimisation de la résolution spatiale sur paraffine

Figure 3.10 – Différences entre l’analyse LIBS de matériau dur et l’analyse LIBS de
matériau mou. Dans le cas des matériaux durs, seul l’ablation génère le cratère. Dans le
cas des matériaux mous, l’ablation ainsi que l’onde de choc génèrent le cratère.

Pour ces études, quatre matériaux avec différentes propriétés physiques ont été choisis
afin d’être comparés à la paraffine. L’acier, l’aluminium et le borosilicate sont des ma-
tériaux références. L’époxy et la paraffine sont fabriqués au laboratoire avec les mêmes
matériaux que ceux utilisés pour les inclusions de tissus biologiques. Voici les informations
sur ces matériaux :

- Acier : Matériau dur, conducteur et inorganique. Référence CT X92834.

- Aluminium : Matériau beaucoup étudié en LIBS, dur et inorganique. Référence 54X
GS20J1 (batch E).

- Borosilicate : Matériau dur, isolant et inorganique. Référence SRM1411.

- Résine époxy : Matériau dur,isolant et organique.

Ces matériaux ont été choisis en fonction des trois paramètres physiques que sont la
dureté, la conductivité thermique et l’absorption optique à 1064nm. Les valeurs de ces
paramètres physiques pour les cinq matériaux sont regroupées dans le Tableau 3.3.

Toutes les analyses sont faites avec un laser Nd-Yag à 1064 nm (Centurion, Quantel)
d’une durée d’impulsion de 8 ns. Le spot laser à la surface du matériau est d’environ 10μm
et le faisceau est focalisé à la surface des échantillons. Un flux d’Argon est ajouté pour
améliorer l’analyse (débit de 1,2 L/min).
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Matériaux Dureté Conductivité thermique Absorption
(Brinell HB) (W.m-1.K-1) optique (%)

Acier 290 [137] 46 [138] 37 [139]
Aluminium 95 [140] 237 [141] 7[142]

Epoxy 70 [143] 0,26 [144] 10 [145]
Verre Borosilicate 760 [146] 1,2 [147] 15 [148]

Paraffine 0,24 [149] 0,21 [150] 56 [151]

Table 3.3 – Tableau récapitulant les duretés, les conductivités thermiques et les absorp-
tions optiques des cinq matériaux analysés.

3.3.1 Étude de la morphologie des cratères

La première étude consiste à déterminer quel est l’impact de l’ablation sur le cratère
pour les cinq matériaux. Le but est de déterminer quels paramètres peuvent différer entre
ces matériaux. Pour chaque matériau, plusieurs tirs sont effectués puis chaque cratère est
observé. Les énergies laser par pulse utilisées sont : 1mJ, 3 mJ et 5mJ. La caractérisation
du cratère est effectuée à l’aide du microscope optique Keyence VHX-6000.

Figure 3.11 – Image optique par microscope Keyence des cratères LIBS (objectif ×1200).
Les cercles rouges correspondent à la contribution liée à l’ablation du matériau. Les cercles
jaunes correspondent à la contribution de la diffusion thermique. Les cercles bleus sont
les contributions de l’onde de choc.

Comme on peut le voir sur la Figure 3.11, les propriétés des matériaux influent sur
la forme et la taille du cratère. On constate que l’acier et l’aluminium ont des cratères
similaires. Ils possèdent un cratère central (rouge) ainsi qu’un second cratère de diamètre
plus large (jaune). Le cratère plus large semble être l’éjection du matériau liquéfié lors des
différents mécanismes d’ablation et de génération de plasma. On suppose que l’acier et
l’aluminium ont fondu très rapidement (point de fusion respectif de 1400◦C [152] et 577◦C
[153]) ce qui a favorisé l’éjection de la matière par l’onde de choc lié au plasma. Cette
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fusion du matériau s’explique par une bonne conduction thermique qui favorise la diffu-
sion de la température. En effet, ce phénomène est absent sur les trois autres matériaux.
Dans le cas de l’époxy et du verre, qui sont des matériaux isolants, un seul cratère est
visible (rouge). Pour le verre, l’ablation laser peut, dans certains cas, générer des fissures.
On sait que le verre est sensible à la focalisation du faisceau laser et n’est pas sensible
à l’IR. Si l’on focalise trop à l’intérieur, il est alors possible de générer un plasma à l’in-
térieur du matériau. Ces plasmas génèrent alors des cratères importants. Ce phénomène
de fêlures n’est pas présent avec l’époxy. L’ablation laser génère seulement un cratère de
largeur proche de la taille du spot laser pour ce matériau. On remarque que le diamètre
du cratère augmente avec l’énergie. Dans le cas de la paraffine, deux cratères sont visibles
ainsi qu’un "bourrelet" extérieur les entourant. Le diamètre extérieur de l’ensemble est
supérieur à ceux des 4 autres matériaux. Le premier cratère interne (rouge) est probable-
ment dû à l’ablation seule de la paraffine. Le diamètre est proche de la taille du spot laser.
Une possible explication du cratère externe est la liquéfaction de la paraffine au contact
du plasma. En effet, le point de fusion de la paraffine est 50◦C [154, 155]. Le plasma étant
à très haute température (plusieurs milliers de Kelvin), sa position proche de la surface
suffit à faire fondre la matière. Le bourrelet (bleu) est lié à l’onde de choc qui repousse la
paraffine sur l’extérieur (la paraffine étant suffisamment "molle" pour être repoussée sur
l’extérieur). On voit que le diamètre de l’ensemble augmente en même temps que l’énergie
du pulse laser. Cette croissance importante va jusqu’à un recouvrement des cratères.

Afin de déterminer la largeur des cratères pour optimiser le pas d’analyse et ainsi
d’éviter un recouvrement des tirs, une mesure des diamètres des cratères pour les 5 ma-
tériaux a été réalisée. Les diamètres mesurés correspondent aux cercles rouges présents
dans la Figure 3.11. Pour chaque énergie/matériau, 5 mesures des diamètres ont été faites
puis moyennées. Pour toutes les mesures, une incertitude de ±0,5 μm est à prendre en
compte. Les données sont regroupées dans le Tableau 3.4.

Comme on pouvait s’y attendre, on observe bien que le diamètre augmente avec l’éner-
gie. Pour tous les matériaux, le première diamètre mesuré est compris entre 10μm et 20μm.

Afin de déterminer si les propriétés physiques telles que la dureté et la conductivité
thermique influent sur les cratères, on a comparé ses propriétés à la taille des cratères. Les
valeurs de la comparaison diamètre/dureté sont représentées sur le graphique en Figure
3.12.

On remarque que la dureté influe sur le diamètre. En effet, on constate que les deux
matériaux au dessus de 200 sur l’échelle de Brinell (acier et borosilicate) possèdent les
cratères aux plus faibles diamètres. L’aluminium et l’époxy, compris entre 100 et 200
HB, ont des cratères de faibles diamètres mais légèrement supérieurs aux deux premiers
matériaux. La paraffine, seul matériau avec une dureté inférieure à 1 HB, possède les plus
gros cratères (<60 μm).

On a comparé le diamètre moyen mesuré à la conductivité thermique. Les résultats
sont affichés sur la Figure 3.13.

On constate qu’il n’y a pas de réel lien entre la conductivité thermique et le diamètre du
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Matériaux Énergie (mJ)
Diamètre moyen des

cratères mesurés (μm ±0,5 μm)
Petit Moyen Grand

Aluminium
1 19,4 34,4
3 23,3 43
5 24,6 48,2

Acier
1 12,1 35,6
3 13,9 49
5 14 55,9

Epoxy
1 15,3
3 19,1
5 24,4

Verre Borosilicate
1 13,6
3 11,6
5 14,9

Paraffine
1 9,2 51,7 77,6
3 13,5 78,8 104,2
5 17,1 86,2 113,5

Table 3.4 – Valeurs moyennes des diamètres de 5 cratères mesurés après ablation laser.

Figure 3.12 – Graphique représentant le diamètre moyen de 5 cratères mesurés en fonc-
tion de la dureté des matériaux en échelle de Brinell.
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cratère. Cependant, cela a un effet lors de l’ablation des matériaux métalliques (les deux
matériaux possédant les plus grandes conductivités thermiques). En effet, l’Aluminium et
l’Acier sont de bons conducteurs thermiques par rapport aux trois autres matériaux. La
diffusion rapide de la température dans le matériau favorise sa liquéfaction. La génération
de l’onde de choc généré pendant l’analyse LIBS éjecte de la matière liquéfié sur une
surface plus grande.

Figure 3.13 – Graphique représentant le diamètre moyen de 5 cratères mesurés en fonc-
tion de la conductivité thermique des matériaux analysés.

Dans le cas du verre, l’onde de choc n’affecte pas la surface grâce à sa dureté. Sa faible
conductivité permet de limiter la taille du cratère en limitant la diffusion de la température
(et donc la fusion) et l’évaporation de la matière hors interaction avec le laser. Cependant,
sa sensibilité à la focalisation du faisceau laser peut générer des cratères importants.

On peut appliquer un raisonnement similaire à l’epoxy. La dureté du matériau et la
faible conductivité font que les différents mécanismes physiques (onde de choc, liquéfac-
tion, évaporation) lors de l’analyse LIBS ont un faible impact destructeur sur le matériau.

La paraffine n’est ni dure, ni conductrice et possible une température de liquéfaction
basse par rapport aux autres matériaux. Ces paramètres induisent, lors d’une analyse
LIBS, la création d’un cratère d’un diamètre supérieur aux autres matériaux.

Chaque matériau réagit différemment à une analyse LIBS. Comme on a pu le constater,
la nature du matériau influe beaucoup sur la forme et la taille du cratère. Un matériau dur
a un cratère plus petit qu’un matériau mou. Cependant, la conductivité thermique ainsi
que la température de liquéfaction influence aussi la taille du cratère et donc la résolution
ultime accessible.

3.3.2 Imagerie de plasma

Parmi les paramètres qui influencent l’intensité du signal et donc la sensibilité, on
retrouve la taille et la durée de vie plasma. On sait que la paraffine devient liquide à

66



3.3. Études comparatives de l’ablation sur différents matériaux

50◦C et possède une faible conduction thermique (0.21 W.m-1.K-1). On se demande si le
plasma, qui est à haute température (plusieurs milliers de degrés Kelvin), interagit avec
la surface du matériau. Pour répondre à cette question, l’évolution du plasma dans le
temps est imagé. Pour imager le plasma, les analyses sont faites à 3 mJ et pour deux
portes (20 ns et 100 ns). Le plasma évoluant énormément dans la première microseconde,
on a choisi une porte courte (20 ns) pour imager ces évolutions rapides. On a choisi
d’utiliser une seconde porte plus longue (100ns) car le plasma devient plus stable après
une microseconde. Pour obtenir les images du plasma à différentes portes, on utilise une
caméra sCMOS (scientific Complementary Metal Oxide Semiconductor) de la marque
Andor Technologies. Les paramètres de la caméra sCMOS sont notés dans le Tableau 3.5.
Un flux d’Argon (débit 1,2 L/min) est ajouté afin d’être dans les mêmes conditions que
les analyses de routine.

Caméra iCMOS
Délais 20 ns / 100 ns
Porte 20 ns / 100 ns

Accumulation 200
Série cinétique 10

Gain 500/4096

Table 3.5 – Paramètres d’acquisition de la caméra iCMOS

Les images représentent l’intensité intégrée entre 400 nm et 700 nm. Les images des
plasmas pour chaque matériau n’ayant pas été acquises durant la même séance, les inten-
sités des plasmas ne pourront être comparées d’un matériau à l’autre. Dans cette étude,
nous comparerons seulement les formes des plasmas et le comportement général de celui-
ci. Les intensités des images sont normalisées par rapport au maximum d’intensité des
plasmas d’un même élément (pas de normalisation entre élément pour les raisons cités
précédemment).

Les plasmas évoluant dans le temps, il est choisi de montrer cinq acquisitions corres-
pondant à des changements caractéristiques dans leur évolution. Un montage des images
pour les cinq matériaux pour chaque porte est montré en Figure 3.14.

Afin de voir si le plasma pouvait interagir avec la surface notamment en chauffant le
matériau, on mesure le diamètre des plasmas. Pour cela, on prend la mesure sur la partie
la plus large du plasma comme expliqué dans la Figure 3.15.

Les valeurs des mesures de la largeur des plasmas sont retranscrites dans la Figure
3.16.

Pour les délais courts (20 ns), la taille des plasmas est sensiblement la même pour
les 5 matériaux. En effet, l’évolution de leur taille reste similaire jusqu’à 100 ns. A plus
long délais, le comportement diffère entre les matériaux. On constate que la paraffine et
l’Epoxy se développent plus en largeur que les 3 autres matériaux. Le plasma de la pa-
raffine est plus large de 150 μm que les autres matériau dès 500 ns de délais. L’époxy se
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(a) Portes 20 ns

(b) Portes 100 ns

Figure 3.14 – Images plasma pour les 5 matériaux à l’énergie 3 mJ pour 2 délais. a)
Aluminium b) Acier c) Verre d) Epoxy et e) Paraffine.
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stabilise rapidement à 500 μm de largeur.

Figure 3.15 – Schéma explicatif pour la mesure de la largeur des plasmas.

Nous regardons maintenant la forme de la projection du plasma sur la Figure 3.14.
Dans les 20 premières nanosecondes, le plasma se forme. On remarque que celui de la pa-
raffine est peu étendu par rapport aux autres. Les autres matériaux possèdent des plasmas
de tailles et formes similaires. De 20 à 40 ns, les plasmas ont tous une forme sphérique
et continuent à s’étendre spatialement. Ils gardent une taille similaire. De 40 à 60 ns, les
plasmas possèdent la même dimension. On remarque que les plasmas de l’époxy, de la
paraffine et de l’aluminium commencent à changer de forme. Ils commencent à prendre
une forme triangulaire. De 100 à 120 ns, les plasmas commencent à perdre de l’intensité
alors qu’en parallèle ils continuent à s’expandre spatialement. De 180 à 200 ns, on voit
que le plasma de l’époxy est très peu visible. L’intensité lumineuse du verre, de l’acier et
de l’aluminium commencent à s’atténuer. La paraffine garde la même intensité lumineuse
que sur les précédents délais. Cependant, on constate que le plasma de la paraffine s’est
étalé spatialement sur une largeur d’environ 500 μm contrairement aux autres plasmas
qui gardent une taille beaucoup plus petite.

Lorsque l’on regarde les plasmas avec un délai de 100 ns, on voit que le plasma de la
paraffine n’a pas le même comportement sur les temps longs que sur les temps courts. A
courts délais, le plasma ne perd pas en intensité sur toute la durée, or à plus long délai,
on constate que ce n’est plus le cas. Dans le cas de l’époxy, que ce soit à court ou long
délais, il est le matériau qui perd le plus vite en intensité lumineuse. En effet, on constate
à 500 ns que le plasma est très faible.

Si l’on se focalise sur la forme des plasmas, pour la paraffine ou l’époxy, on voit qu’ils
prennent une forme conique dans le temps. Cette forme conique a déjà été observée dans
l’article de Grégoire et al. [156] sur des matériaux organiques (plastiques). L’image du
plasma du verre garde une forme sphérique et conserve une intensité similaire sur 1 μs.
Le plasma de l’aluminium prend peu à peu une forme conique tout en perdant de son
intensité. L’acier a un plasma qui reste extrêmement lumineux dans le temps. On voit
qu’il s’étire plus verticalement que horizontalement.
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(a)

(b)

Figure 3.16 – Histogrammes représentant la largeur des plasmas pour 2 délais : (a) 20ns
et (b) 100 ns.
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Il semblerait que les matériaux les plus durs produisent des plasmas ayant des durées
de vie plus longue. Ceci pourrait s’expliquer par le "quenching" dû à l’énergie nécessaire
pour casser les molécules (composition chimique paraffine : CnH2n+2 [157]). En effet, les
atomes de carbone ayant une forte affinité entre eux et avec l’hydrogène, la recombinaison
moléculaire est favorisée.

Pour conclure, on remarque que les matériaux organiques ont une durée de vie plus
courte que les autres matériaux. De plus, la paraffine s’étend spatialement beaucoup plus
que les autres. Les matériaux durs émettent sur une longue durée (signal encore présent
à 1 μs).

3.3.3 Étude cinétique

Afin d’optimiser le rapport signal sur bruit, on étudie la durée de vie du plasma et
son émission de photons. Pour cela, on mesure le signal d’un élément et l’on regarde
comment ce signal varie en fonction des paramètres délais et portes d’acquisition. On a
choisi d’utiliser deux portes d’acquisition pour les mêmes raisons que celles citées pour
l’imagerie de plasma. Dans notre étude, six séries cinétiques sont faites pour un même
matériau. On utilise 3 énergies laser : 1mJ, 3mJ et 5mJ et pour chaque énergie, deux durées
de porte sont étudiées. La caméra du spectromètre est paramétrée selon les données dans
le tableau 3.6. Toutes les analyses sont faites sous flux d’argon (1,2 L/min).

Porte courte Porte longue
Délais 0 ns 0 ns
Porte 100 ns 500 ns

Gain caméra 0 : Acier, Aluminium et Verre / 1500 : Epoxy et Paraffine
Pas 100 ns 500 ns

Gamme spectrale 240 nm - 329,10 nm
Nombre de tirs accumulés 100

Nombre de mesures 30

Table 3.6 – Paramètres de l’étude cinétique

L’intensité du signal extrait provient d’une raie d’émission d’un des éléments en
concentration majoritaire dans le matériau. Pour cela, on mesure l’intensité maximum
de la raie. Le bruit de fond est obtenu sur une partie du spectre proche de la raie ne
possédant aucune raie d’émission. On calcule ensuite le rapport signal sur le bruit pour
chaque délai. Ce rapport permet d’estimer la durée de vie du plasma pour un matériau
et une énergie donnée. Les courbes obtenues sont représentées sur la Figure 3.17. On a
choisi de ne pas afficher les valeurs non mesurables.

Il a été choisi de ne pas afficher les rapports signal sur bruit de l’acier. En effet, notre
Acier est composé majoritairement de Fer et à 12% de Chrome et 8% de Nickel. Sachant
que le signal est liée à la composition, le spectre extrait sera essentiellement composé de
raie de Fer. Or le Fer possède une multitude de niveaux d’énergie. Lors de la désexcitation
du Fer (atomique ou ioniques) dans le plasma, ces nombreux niveaux se traduiront par de
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Figure 3.17 – Séries cinétiques des 5 matériaux en fonction du délai et de l’énergie laser
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nombreuses raies plus ou moins intenses sur le spectre. En raison de ce nombre de raies
très important, il n’a pas été possible de trouver une portion sur la ligne de base sans
raies permettant d’y extraire le bruit. Il n’est donc pas pertinent de conserver ses courbes
non exploitables sur les graphiques.

Le comportement de chaque matériau varie en fonction de l’énergie. Pour l’alumi-
nium, à court délais (100 ns), on remarque que le rapport signal sur bruit est meilleur
à faible énergie (1 mJ). En effet, le rapport est plus élevé que pour les autres énergies
mais surtout reste important sur une plus longue durée. L’aluminium est conducteur et
sa capacité à échanger les électrons favorise le Bremsstrahlung inverse. Si l’on augmente
l’énergie du laser, on excite les électrons libres et donc on augmente le signal du bruit
de fond lié à l’effet Bremsstrahlung inverse. L’intensité de la raie d’intérêt n’augmentant
pas proportionnellement au continuum, on a alors une diminution du rapport signal sur
bruit avec l’augmentation de l’énergie. Aux longs délais, on retrouve cette diminution
du rapport avec l’augmentation de l’énergie. Cependant, l’augmentation de l’énergie per-
met d’augmenter le temps de vie du signal. Aux courts délais, les autres matériaux ont
un comportement similaire à l’aluminium. En effet, le rapport signal sur bruit diminue
avec l’augmentation de l’énergie. De la même manière que l’aluminium, l’apport d’énergie
augmente à la fois le signal de l’élément mais aussi le continuum. A plus long délais, on
remarque que les rapports n’augmentent pas avec l’augmentation d’énergie. En effet, on
constate que le rapport diminue avec l’énergie de façon similaire au court délais. Cepen-
dant la durée de vie du signal augmente sensiblement. Cependant, la paraffine ne réagit
pas comme les autres matériaux. Que ce soit aux courts délais ou aux longs délais, son
rapport signal sur bruit augmente avec l’énergie et a une durée de vie plus longue.

Pour comprendre cette différence entre la paraffine et les autres matériaux, le signal du
continuum a été étudié et retranscrit dans la Figure 3.18. Le continuum est un indicateur
du taux d’excitation du plasma. Une quantité trop importante d’électrons est limitant car
cela signifie un bruit de fond important et donc un rapport signal sur bruit plus faible.

Comme on peut le voir sur la Figure 3.18, les intensités du continuum sont sensi-
blement les mêmes pour tous les matériaux. Comme attendu, l’intensité du continuum
augmente avec l’énergie de l’impulsion laser. Par différents mécanismes physiques que sont
la photoionisation et Bremsstrahlung inverse, les photons ainsi que les électrons excitent
de plus en plus les électrons voisins ce qui a pour conséquence d’augmenter le continuum.
On constate cependant qu’il n’y a pas d’écart important entre les signaux du continuum
des quatre matériaux pour une même énergie. La différence entre les rapports signal sur
bruit que l’on observe est seulement lié au signal des éléments.

Afin de comprendre la différence de comportement entre la paraffine et l’époxy (qui
sont tous deux des matériaux organiques), on a comparé leur signal du carbone en fonction
du délai et de l’énergie. Les résultats sont donnés sur la Figure 3.19.

Comme on le constate, à faible énergie (1 mJ), le signal du carbone est moins intense
et moins long dans la paraffine que dans l’époxy. En effet, le signal du carbone devient
non détectable à partir de 3 μs (le signal mesuré correspond au signal du continuum)
pour la paraffine alors qu’il devient non détectable pour l’époxy à partir de 8 μs. A 3 mJ,
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Figure 3.18 – Intensité du continuum en fonction du délai pour 3 énergies : 1 mJ, 3 mJ
et 5 mJ. L’intensité est représentée pour les matériaux suivants : l’aluminium, le verre,
l’époxy et la paraffine.

(a) (b) (c)

Figure 3.19 – Graphiques représentant le signal du carbone de l’époxy et de la paraffine
en fonction du délais. Les analyses ont été réalisés pour 3 énergies : 1 mJ, 3 mJ et 5 mJ.
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le signal du carbone dans la paraffine n’est plus détectable à partir de 7 μs alors que le
signal du carbone issu de l’époxy est, quant à lui, encore faiblement présent. A 5 mJ, on
voit que le signal du carbone est encore présent dans les derniers délais mesurés pour les
deux matériaux. Outre la durée de vie plus courte pour la paraffine que pour l’époxy, on
remarque que l’intensité initiale du carbone pour la paraffine est beaucoup plus faible que
pour l’époxy à 1 mJ. A mesure que l’on augmente l’énergie, l’écart entre les deux courbes
diminue jusqu’à avoir un signal de carbone au départ presque similaire. La dynamique
des plasmas des deux matériaux est globalement similaire (cf. §3.3.2), la différence entre
les deux signaux réside dans l’intensité initiale du carbone (plus faible pour la paraffine)
et la durée de vie. Cela traduit probablement une température de plasma plus froide
au départ. Le "quenching" dû à l’énergie nécessaire pour casser les molécules (comme
expliquer dans la partie imagerie de plasma) se traduit par une baisse du signal atomique
et une augmentation du signal moléculaire. Ces résultats montrent que pour obtenir un
bon signal pour une analyse LIBS avec la paraffine, on doit travailler à haute énergie (5
mJ) pour obtenir des résultats proches des autres matériaux (qui sont analysés à faible
énergie).

Ces résultats nous ont permis aussi de montrer que la dureté du matériau peut avoir
une influence sur l’intensité et la durée du signal. En effet, lors de la comparaison du
signal du carbone entre la paraffine et l’époxy, on remarque que l’époxy émet de façon
intense et sur une longue durée contrairement à la paraffine. La première différence entre
les matériaux est la dureté et la seconde est l’absorption du matériau en fonction de
la longueur d’onde. En effet, l’époxy est transparent à l’IR [145] alors que la paraffine
absorbe à 56% l’IR. Ces deux paramètres peuvent expliquer en partie la différence entre
les deux matériaux.

3.3.4 Mesure préliminaire de l’onde de choc

L’onde de choc peut altérer la surface et devenir un facteur limitant la résolution spa-
tiale. Une analyse préliminaire par ombroscopie de la paraffine est effectuée afin d’imager
l’onde de choc.

L’expérience est faite à l’aide d’un laser Nd-YAG d’impulsion laser à 355nm (durée
d’impulsion 5ns) et à 30 mJ en énergie. Le spot laser est d’environ 100 μm de diamètre.
Les images sont prises à intervalles réguliers (délais 85 μs) à l’aide d’une caméra ICCD
(iStar, Andor Technologie). Des séries de tirs ont été réalisés dans deux milieux ambiants :
à atmosphère ambiante et dans l’eau déminéralisée.

Sur la Figure 3.20 sont représentées deux séries de mesure. Une série est réalisée dans
l’air ambiant et une série est réalisée dans l’eau déminéralisée.

N’ayant pu calibrer l’image, il nous est impossible de mesurer le diamètre de l’onde
de choc. Cependant, si l’on suppose que la zone d’éjection de la paraffine possède un
diamètre de l’ordre de grandeur du spot laser (en accord avec les observations faites lors
de l’observation des cratères), l’onde de choc possède un diamètre d’environ 400μm.

On se rend compte que l’onde de choc est encore présente sur les temps longs (780
μs après impulsion laser). Cela peut justifier la présence des "bourrelets" visible sur les
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cratères. En effet, la paraffine (liquide) est repoussée sur l’extérieur et, le temps de la
disparition de l’onde de choc, celle-ci se solidifie.

(a)

(b)

Figure 3.20 – Images par ombroscopie d’ablation laser de la paraffine. (a) Mesure faite
dans l’air. Trois délais sont représentés : 180 μs, 380 μs et 780 μs. (b) Mesure faite dans
l’eau déminéralisée. Deux délais sont représentés : 380 μs et 480 μs.

Grâce à cette expérience, on a pu mettre en avant l’éjection important de la paraffine.
Lorsqu’on regarde les images de la première série de mesure (Figure 3.20(a)), dès les
temps courts, la paraffine éjecte de la matière. Cette éjection reste importante même
après un temps long (780 μs). Pour ce rendre compte de l’importance de matière éjectée,
l’expérience a été réalisé dans l’eau. Comme on peut le voir sur la Figure 3.20(b), l’eau
est fortement polluée. La pollution de l’eau est liée à l’éjection de la paraffine lors de
l’ablation.

3.4 Optimisation de la résolution sur paraffine
Les études faites dans les paragraphes précédents ont pour but d’améliorer l’acquisition

du signal et comprendre les phénomènes limitant la résolution spatiale dans le cas de la
paraffine. On sait que l’énergie du laser joue un rôle sur le diamètre et la profondeur
du cratère. Pour que l’ablation soit optimale, il faut que le faisceau laser soit plus ou
moins focalisé à la surface de l’échantillon [20, 158]. Une explication de l’influence de la
focalisation du laser est donnée dans la Figure 3.21 (a).
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(a) (b)

Figure 3.21 – (a) Condition standard d’analyse LIBS, tir laser suffisamment espacé pour
éviter un recouvrement des tirs. (b) Schéma du profil d’un cratère de paraffine associée à
l’image par microscopie optique de cratère. Le diamètre centrale du cratère correspondant
à l’ablation de l’analyse LIBS alors que les diamètres extérieurs sont liés à l’onde de choc.

Dans le cas de la paraffine, les cratères sont larges (100 μm de diamètre à 5mJ) et
le seul moyen actuellement de limiter le recouvrement des tirs est de travailler avec une
distance importante entre deux tirs (60 μm). Une piste d’amélioration de la résolution sur
paraffine est d’étudier l’influence de la focalisation du laser sur la paraffine en fonction de
l’énergie pour différentes résolutions. En effet, sur la Figure 3.21(b), si l’on réduit le pas
d’analyse à une distance inférieure au rayon du cratère, le tir laser suivant se retrouve à
être au dessus du point focal.

Pour ce travail, on fait varier la focalisation du laser par rapport à la surface du
matériau pour une énergie laser et une résolution spatiale fixée. Les analyses sont faites
pour 3 énergies : 1mJ, 3mJ et 5mJ et 5 pas de mesure sont testés : 100μm, 80μm, 60μm,
40μm et 20μm. Les résolutions sont choisies de la façon suivante :

- 100μm et 80μm ont été choisis car ils permettent aux cratères de ne pas se recouvrir.

- 60μm est la résolution utilisée jusqu’à présent sur les blocs de paraffine.

- 40μm est une résolution intermédiaire entre la haute résolution que l’on souhaite
atteindre et la résolution actuelle.

- 20μm est la résolution optimale que l’on souhaite atteindre avec la paraffine.

Un essai d’analyse avec un pas de 10 μm a été fait en amont. Il s’est avéré que ce pas est
jugé trop néfaste pour la paraffine. En effet, une surchauffe locale très importante lors de
l’analyse brûle la paraffine probablement dû à la cadence du laser (100 Hz) et la faible
conduction thermique de la paraffine. A 20 μm, l’espace entre les tirs n’empêche pas un
début de surchauffe de la paraffine mais cette effet reste négligeable contrairement à 10
μm. Sur la Figure 3.22, une photographie de la surface du bloc après analyse à 10 μm
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montre les effets importants de brûlure sur la paraffine.

Figure 3.22 – Photographie de la surface d’un bloc de paraffine après analyses avec un
pas de 20μm et 10μm.

Pour l’étude, la hauteur de l’échantillon est décalé par pas de 10μm pour faire varier le
point focal du laser par rapport à la surface. On commence en focalisant le faisceau à 20μm
au dessus de la surface puis on descend jusqu’à 100μm à l’intérieur de l’échantillon. Pour
chaque couple résolution/énergie, on réalise 200 tirs × 6 lignes pour chaque focalisation
soit 1200 tirs pour un ensemble résolution/énergie/focalisation donnée.

Après avoir effectué toutes les analyses, la surface du bloc de paraffine a été photo-
graphié à l’aide de la caméra champ large du système (Figure 3.23(a)).

(a) (b)

Figure 3.23 – (a) Photographie de la surface du bloc de paraffine après analyse pour les
3 énergies. (b) Zoom sur la surface du bloc à 5 mJ pour la résolution 100μm.

Pour chaque résolution, on constate que l’ablation se dégrade au fur et à mesure que
l’on pénètre à l’intérieur de la paraffine. Cela est bien visible à 100μm de résolution. Sur la
Figure 3.23(b), on constate que les cratères ne sont plus visibles (forme non définie) pour
les focalisations à l’intérieur du bloc. Cette dégradation importante est probablement dûe
au fait que l’on génère un plasma à l’intérieur du bloc de paraffine et que les différents
mécanismes liés à la formation du plasma favorise l’éjection de la matière. De plus, on
remarque à très faible résolution (20μm et 40μm) que la paraffine présente une coloration
brune. La faible diffusion thermique du matériau et les tirs rapprochés favorisent l’échauf-
fement local. Cet échauffement important carbonise en partie la paraffine. Contrairement
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à l’analyse à 10 μm, cet échauffement reste suffisamment faible pour permettre une ana-
lyse sur tout le bloc.

Afin de déterminer l’influence de la focalisation sur le signal, on calcule le signal moyen
du carbone et sa déviation standard pour chaque paramètre. Le signal moyen permet de
déterminer le jeu de paramètre optimal en terme de signal alors que la déviation stan-
dard permet de donner le jeu de paramètre permettant d’avoir la meilleure répétabilité.
On utilise la raie du carbone à 247nm car c’est l’élément en forte concentration. Le laser
n’étant pas totalement chaud à chaque début de ligne (environ 10 tirs), on ne prend pas
en compte ces tirs. On fait la moyenne des tirs au centre de la zone. Cela représente une
moyenne et une déviation standard pour 800 tirs à une énergie, une résolution et une
focalisation donnée. Les résultats d’analyses sont représentés sur les spectres Figure 3.24.

On constate que les comportements sont différents selon les énergies. Á 1mJ, les
courbes d’intensité ont l’allure d’une gaussienne avec un maximum pour chaque pas d’ana-
lyse. Ce maximum se décale vers une focalisation à l’intérieur à mesure que le pas d’analyse
diminue (+10μm au dessus de la surface pour un pas de 100μm et -20μm pour un pas de
20μm). De plus, on a une focalisation seuil où l’on ne peut plus générer de signal pour
chaque résolution. A mesure que le pas d’analyse diminue, la focalisation seuil pour que
le signal soit nul est de plus en plus à l’intérieur du bloc (-50μm avec un pas de 80μm
contre -70μm avec un pas de 40μm). Á 3mJ, pour chaque résolution, on retrouve toujours
un maximum d’intensité pour une focalisation précise. Contrairement à 1 mJ, le signal ne
devient jamais non détectable quelque soit la focalisation. L’augmentation de l’énergie a
permis de générer des plasmas même pour des focalisations bien en dessous de la surface.
Á 5 mJ, on constate un comportement différent du signal. Pour les grands pas (de 100 à
60 μm), on voit que le signal est maximum quand on focalise à la surface puis décroît à
mesure que l’on pénètre dans le bloc. Pour les plus petits pas, on voit un effet de plateau
entre 0μm et -40μm puis le signal chute légèrement.

De manière globale, l’intensité moyenne de chaque pas (quelque soit la focalisation)
augmente drastiquement avec l’énergie. Cependant, en imagerie, il est important d’avoir
un signal intense mais aussi une analyse répétable. Ce dernier facteur peut être déterminé
à l’aide de la déviation standard de nos mesures.

Sur la partie basse de la Figure 3.24, les graphiques représentant la déviation standard
de nos signaux en fonction de la focalisation pour les cinq résolutions et les 3 énergies
sont affichés. On constate que la déviation standard de manière générale augmente quand
l’énergie diminue. Effectivement, la déviation standard est inférieur à 100% pour 5 mJ
alors que pour 1 mJ elle dépasse sensiblement les 100%. De plus, on remarque que la
déviation standard à 5mJ est plus faible qu’à 3mJ. Si l’on se fit aux déviations standards,
il est préférable de travailler à 5mJ. Cependant, si l’on prend en considération l’impact
de l’énergie sur la taille du cratère (cf. §3.3.1) et que l’on veut limiter la taille du cratère
afin d’endommager le moins possible l’échantillon, il est préférable de travailler à 3mJ.
Il est important de faire un compromis entre dommage, signal, répétabilité et résolution
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accessible.

Figure 3.24 – Le signal moyen du carbone en fonction de l’énergie et de la focalisation
est représenté sur les graphiques du haut. La déviation standard pour chaque valeur a été
calculée et représentée sur les graphiques du bas.

Selon les résultats à 3mJ, la focalisation adaptée pour chaque résolution ayant la
meilleur répétabilité est donné dans le Tableau 3.7.

Énergie Résolution Focus (Δz)

3 mJ

20μm -30μm
40μm -30μm
60μm -20μm
80μm -20μm
100μm -20μm

Table 3.7 – Tableau récapitulatif des focalisations optimales selon la résolution et l’éner-
gie du laser.

Avec ces résultats, nous avons trouvé les paramètres permettant d’analyser la paraffine
avec un pas d’analyse 20 μm. Nous allons maintenant analyser un bloc de tissu inclus en
paraffine afin de déterminer si nous avons le même apport bénéfique sur tissu que sur
paraffine.

Actuellement, les analyses de tissus inclus en paraffine sont réalisés à 60μm. Avec cette
étude, on souhaite pouvoir travailler à 20μm. Pour observer les évolutions entre chaque
résolution, on a analysé le bloc de tissu inclus en paraffine avec 3 résolutions cibles : 60μm,
40μm et 20μm. On a choisi de prendre une résolution intermédiaire (40μm) afin d’avoir
le choix d’une résolution suffisamment élevée et qui permet d’avoir un temps d’analyse
plutôt court. Les paramètres des caméras utilisés sont ceux indiqués dans le Tableau 3.8.
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Shamrock 500 Shamrock 303
Délais 1μs 1μs
Porte 5μs 5μs
Fente 35μm 50μm
Gain 2000 2000

Gamme spectrale 247-336 nm 190-237 nm
Réseau 600 traits/mm 1800 traits/mm

Table 3.8 – Paramètres d’acquisition des caméras iCCD

Pour cette étude, le tissu (de l’épiderme) a été analysé à 3mJ (énergie choisie pré-
cédemment comme optimale). Pour comparer les résolutions entre elle, on a extrait la
cartographie du sodium. C’est un élément dont la raie est suffisamment isolée pour ex-
traire le signal sans risque d’interférence (Figure 3.25(a)) et qui est présent en abondance
dans le tissu. Sur la Figure 3.25(b), la cartographie du sodium ainsi qu’un agrandissement
d’une zone contenant du tissu biologique analysé à 20μm.

(a) (b)

Figure 3.25 – (a) Spectre d’un tir réalisé dans le tissu lors de l’analyse avec un pas de
20 μm. (b) Cartographie du sodium après analyse pour 3 résolutions : 60 μm, 40 μm et
20 μm. Agrandissement sur une zone de tissu analysée à 20 μm.

On voit une réelle amélioration du signal et de la qualité d’image avec les nouvelles
résolutions (20 et 40 μm). En effet, on a accès à des informations dans le tissu dès 40μm
qui n’étaient pas visibles à 60μm avec les protocoles précédents. Cet apport de détail est
important pour déterminer la structure du tissu et la distribution des éléments endogènes
en son sein.

Lorsque l’on regarde les cartographies des autres éléments détectés (Figure 3.26),
l’amélioration constatée avec le sodium est aussi visible avec les autres éléments. On
observe aussi un meilleur signal des éléments minoritaires ou exogènes avec l’augmenta-
tion de la résolution. En effet, certains éléments comme le Zinc sont rendus détectable
dans le tissu à 20 μm alors qu’ils ne sont pas ou peu détecté avec un pas d’analyse plus
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Figure 3.26 – (a) Tissu biologique inclus en paraffine avant analyse. Les cadres rouges
représentent les zones analysées à 60, 40 et 20μm. - (b-g) Images élémentaires LIBS d’op-
timisation de la résolution sur tissu biologique. - (h) Image mulitélémentaire représentant
la biodistribution de 2 éléments endogènes (Mg et Na) et la distribution d’un élément
exogène (Cu).
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grand.

L’amélioration du signal LIBS constaté lors de la réduction du pas d’analyse est liée à
l’onde de choc. En effet, lors de la préparation du bloc pour l’analyse, il arrive que de la
paraffine se dépose à la surface du tissu (Figure 3.27(a)). Lors d’un tir laser, je présume
que l’onde de choc repousse la matière sur l’extérieur du cratère (Figure 3.27(b)). Le tir
suivant étant à l’intérieur du cratère du tir précédent, l’onde de choc a donc permis de
nettoyer la surface et d’analyser le tissu. Je suppose que la matière repoussée sur l’extérieur
du cratère par l’onde, laisse un léger dépôt à la surface du tissu sur les bords extérieurs
du cratère. Ce léger dépôt sur l’extérieur du cratère peut expliquer la différence de signal
entre 20 μm et 40 μm. En effet, à 20 μm, le second tir étant proche de la partie ablatée
du tir précédent (plus petit diamètre observé dans le cratère (cf §3.3.1)), l’onde de choc
a repoussé la paraffine sur l’extérieur du cratère et permet d’analyser que du tissu. A 40
μm, le second tir se retrouve sur la partie extérieure de précédent cratère. Je présume
que la matière analysée n’est plus constituée de tissu seul mais aussi de la paraffine qui
a été légèrement déposée sur les bords par l’onde de choc. Cette ajout de paraffine va
contribuer à diminuer diminuer le signal du tissu.

Figure 3.27 – (a) Bloc de paraffine après avoir été préparé pour l’analyse LIBS. Un léger
dépôt de paraffine peut s’être mis pendant la découpe au microtome. (b) Lors de l’analyse
LIBS, la paraffine est repoussée sur l’extérieur du cratère par l’onde de choc.

3.5 Conclusion
L’instrument LIBS développé à l’ILM possède des paramètres qui sont fixés tels que

les paramètres laser (longueur d’onde, durée d’impulsion, fréquence) ou l’objectif de foca-
lisation (×15). Cependant, différents paramètres tels que la résolution spatiale, les réseaux
des spectromètres ou les paramètres des caméras sont optimisables pour nos analyses.

On a montré que la paraffine n’avait pas un comportement similaire aux autres ma-
tériaux organiques lors d’une analyse LIBS. Ses caractéristiques physiques font que les
différents mécanismes physiques liés à une analyse LIBS sont plus destructifs que pour les
matériaux plus durs. En effet, les cratères ont un diamètre plus important que les autres
matériaux même à faible énergie. De plus, contrairement à la plupart des matériaux, la
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paraffine doit être analysée à haute énergie si l’on souhaite un rapport signal sur bruit
suffisamment grand.

On a mis en avant que l’analyse LIBS de paraffine dépendait de l’énergie mais aussi
de la focalisation du laser pour un pas d’analyse donné. L’optimisation de ces paramètres
nous permet maintenant d’analyser, au besoin, la paraffine avec une résolution de 20
μm. Un meilleur signal sur bruit est obtenu après ajustement de l’énergie (3mJ) et de la
focalisation du faisceau laser (-15 μm).
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Chapitre 4

Traitement des données et extraction
de l’information

4.1 Préambule
Comme il a été décrit dans le chapitre 2, le tissu pulmonaire n’est pas un tissu homo-

gène. D’une part la nature du tissu est hétérogène (poreux) et d’autre part sa composition
varie selon les expositions (varient d’une personne à l’autre). Les poussières inhalées au
quotidien contiennent des particules de tailles et morphologies différentes ainsi que des
compositions variées (tailles allant de quelques nm jusqu’à quelques centaines de μm
[159]). Ces particules peuvent être agglomérées ou non et leur distribution est potentiel-
lement très variée. La taille des particules variant sensiblement, la quantité de particules
présente dans la partie ablatée n’est pas estimable. De plus, les particules n’ont pas une
composition connue à l’avance. Lors de l’analyse, il faut prendre en compte la possibilité
de détecter un maximum d’éléments exogènes tout en détectant les éléments endogènes
(surtout ceux liés à la structure du tissu comme le phosphore, le magnésium ou le sodium).
Les éléments que l’on souhaite détecter émettent sur une large gamme spectrale allant de
l’UV à l’IR. Cependant, nous sommes limités en largeur spectrale pour les analyses (lié à
la configuration des spectromètres). Le choix de la gamme spectrale doit être fait avant
toute analyse car elle dépend des éléments ciblés.

Pour obtenir la cartographie d’un élément, il faut extraire le signal de l’élément sur
le spectre. Il est nécessaire d’identifier une ou plusieurs raies d’émission spécifiques de
l’élément pour lequel les informations extraites ne soient pas faussées. Elles peuvent être
faussées de différentes façons : recouvrement spectral entre deux éléments, faibles inten-
sités... Les interférences spectrales ont un double impact. Le premier correspond à la
superposition de deux raies à des longueurs d’onde trop proches pour être différenciées.
Cette superposition de raies amène à confondre un élément par un autre. Le second im-
pact correspond au recouvrement de raies. Si deux raies sont proches, il est possible que
les intensités apparentées soient faussées. Par ailleurs, lorsqu’on extrait le signal malgré
l’absence de raie, si le bruit est important, il est possible que le signal extrait ne soit pas
nul. Ces difficultés pourraient tout à fait être contournées par une procédure d’ajustement
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multi-raies. Cependant, en imagerie LIBS, chaque analyse correspond à plusieurs milliers
de spectres à traiter. Nos images de 2cm par 3cm avec un pas de 40μm correspondent
à 375000 spectres. L’extraction des signaux de chaque spectre doit être rapide et repro-
ductible. Il est important de trouver une méthode d’extraction des signaux dans le cas
d’un nombre important de raies et de spectres à extraire rendant l’usage d’une procédure
d’ajustement multi-raie non appropriée.

Nous traiterons dans ce chapitre des méthodologies mises au point pour répondre aux
besoins liés à cette étude à vocation clinique.

4.2 Extraction des intensités

4.2.1 Choix des gammes spectrales

Dans un premier temps, la liste des éléments à détecter a été réalisée en fonction de la
problématique médicale. Les éléments ont été classés par ordre d’importance de détection
et recensés dans le tableau 4.1. Certains éléments sont a priori systématiquement détectés
alors que d’autres dépendent en partie des expositions potentielles du patient.

Éléments endogènes Éléments exogènes Éléments exogènes
prioritaires non prioritaires

Carbone Aluminium Vanadium
Calcium Cuivre Étain

Fer Silicium Argent
Magnésium Titane Cobalt
Phosphore Chrome Or
Sodium Nickel Plomb

Zinc Tungstène Manganèse
Béryllium Platine
Zirconium Indium

Cadnium
Bore

Lithium

Table 4.1 – Listes des éléments classés par ordre d’importance selon le corps médical

À partir de cette liste, il faut choisir les gammes spectrales permettant de détecter les
éléments importants mais aussi certains éléments à voir ou possibles. Nous avons deux
spectromètres sensibles dans l’UV (notamment de 180 nm à 400nm). Compte tenu des
réseaux installés dans les spectromètres, nous avons accès à des étendues spectrales de
80nm et 60nm. Ces éléments sont choisis après un interrogatoire auprès du patient. Selon
les réponses du patient, le clinicien va pouvoir lister les expositions possibles et donc les
compositions des particules inhalées.

Pour chaque élément ciblé, on choisit les raies d’émission suffisamment intenses. L’in-
tensité d’une raie est corrélée à la concentration de l’élément dans la partie ablatée. En
effet, l’intensité du signal est liée à la capacité d’un élément à s’exciter et à émettre
des photons. On peut traduire ceci par le fait que deux éléments à même concentration
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et niveau d’énergie d’émission proche ont des raies d’intensité différentes. Afin d’avoir un
meilleur rapport signal sur bruit, on cherche à détecter des raies intenses et de s’affranchir
de toute interférence spectrale. En effet, une raie intense et isolée permet de détecter des
éléments à très faible concentration dans un tir et donc d’avoir une meilleure sensibilité
de détection de cet élément.

Comme il a été mentionné dans la partie Préambule, il existe deux types d’interfé-
rences spectrales. La Figure 4.1 les illustre. Dans le premier cas, les raies sont quasiment
superposées (longueur d’onde très proche). Dans le second cas, les raies sont très proches
l’une de l’autre. Même s’il est possible de discerner les raies, lors de l’acquisition, les in-
tensités sont faussées. En effet, la caméra somme tous les photons d’une même énergie
ce qui fausse les intensités des raies proches. Dans les deux cas, il est très difficile voir
impossible de dire à quel élément appartient la raie.

Figure 4.1 – (a) Simulation des raies d’émission (database Kurucz) du Ca, Cr, Cu, Fe
et Ti illustrant les situations d’interférences.
(b) Cas 1 : Le Fer et le Chrome émettent à la même longueur et sont difficilement discer-
nables. Cas 2 : Raies d’émission du Cuivre et Titane séparés mais pas suffisamment pour
altérer leurs intensités respectives.

Pour éviter ces deux principaux problèmes (intensité faible et interférence spectrale),
une présélection des raies d’intérêt est effectuée. Pour réaliser cette présélection, pour
un élément donné, j’ai simulé son spectre d’émission sur une gamme allant de 200nm
à 600nm. Cette simulation est réalisée grâce à un logiciel développé au laboratoire. Le
logiciel permet de simuler des spectres d’émission des éléments du tableau périodique à
partir de la database Kurucz.

La base de données choisie pour la simulation est la Kurucz qui a été créé par Smith-
sonian Center for Astrophysics, Cambridge, USA. Il existe d’autres bases de données dont
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une utilisée dans le domaine de la LIBS : Atomic Spectra Database (ASD) du National
Institute of Standards and Technology (NIST). La base de données Kurucz est créée à
partir de simulation alors que la base de données NIST provient de données expérimen-
tales. Il existe d’autres bases de données pour l’émission atomique que nous n’utilisons pas
au laboratoire et qui sont plus explicitées dans un chapitre du livre de Matthieu Baudelet
[160]. La base de données NIST n’étant pas encore complète, la base de données Kurucz
lui a été préférée.

Pour que notre notre simulation soit dans les conditions les plus proches du plasma
observé ou à observer, on a la possibilité d’ajuster la température et la densité électronique
du plasma simulé. En effet, le spectre obtenu après analyse dépend de la température et
la densité électronique du plasma observé. Lors d’une analyse LIBS, le spectre obtenu
dépend aussi du spectromètre. Le logiciel nous permet d’ajuster plusieurs paramètres liés
au spectromètre tels que :

- La gamme spectrale : La gamme spectrale maximale que l’on peut simuler est com-
prise entre 180nm et 600 nm (selon les caractéristiques de nos spectromètres). On
peut ajuster la largeur de la gamme spectrale selon nos besoins d’analyses (par
exemple un intervalle de 240nm à 550 nm).

- Le pouvoir de résolution : Il est l’équivalent du pouvoir de résolution d’un spectro-
mètre. Il permet la séparation ou non des raies proches si l’on augmente le pouvoir
de résolution (à adapter en fonction des futurs paramètres du spectromètre).

- Le profil de la raie : Il est possible de choisir le profil de la raie simulée. On peut
obtenir soit un profil Gaussien, soit un profil Lorentzien. Le choix du profil dépend
du type d’analyse que nous effectuons. Dans notre cas, le profil Lorentzien est le
plus adapté.

- Le nombre de pixel équivalent à la caméra : On peut choisir le nombre de pixel
équivalent à la caméra utilisée pour les analyses réelles. Le spectre simulé a la même
résolution que ceux obtenus après analyses.

- Le bruit : Il est possible d’ajouter du bruit au spectre. Cette option permet de se
rapprocher au plus près des conditions réelles.

Le logiciel offre la possibilité de simuler jusqu’à onze éléments simultanément. Pour chaque
élément, la quantité relative de l’élément peut être ajuster . Si on le souhaite, on peut
simuler un spectre global qui prend en compte tous les éléments simulés. La capture
d’écran du logiciel est montrée dans la Figure 4.2.

Comme on peut le voir sur la capture écran, les paramètres à ajuster sont regroupés
sur la partie gauche. Au centre, on retrouve les spectres simulés. A droite, on trouve
les onglets permettant de choisir les éléments à simuler. Pour chaque élément, on a la
possibilité de choisir manuellement une couleur de spectre. Si on le souhaite, on peut
extraire les spectres sous format ASCII ou sous le logiciel Excel.

Afin de pouvoir détecter un maximum d’éléments sur un même spectre, je recherche les
gammes spectrales les plus adaptées. Pour cela, je simule dans un premier temps tous les
éléments endogènes puis j’ajoute les éléments exogènes prioritaires. Je note manuellement
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les raies les plus intenses et non interférées pour chaque élément. On change les éléments
au fur et à mesure afin de simuler tous les éléments listés. Comme seul 11 éléments sont
simulés en même temps, il est parfois nécessaire de simuler plusieurs fois les éléments pour
être sûr de n’avoir aucune interférence entre les raies. Une fois ce premier travail effectué,
je définit des gammes spectrales permettant l’acquisition d’un maximum d’élément. La
majorité des éléments émettent à des longueurs d’ondes proches et donc permettent de
les regrouper dans une même gamme spectrale.

Figure 4.2 – Capture écran du logiciel de simulation. Des spectres simulés pour quelques
éléments endogènes sont représentés.

Lorsque l’on cherche à détecter des éléments à l’aveugle, il est important de pouvoir
détecter un maximum d’élément à la fois. Pour cela, deux gammes spectrales sont choisies :
247-336nm et 190nm-237nm. La liste des raies utilisées pour ces deux gammes sont notées
dans le Tableau 4.2.

Cependant, certains éléments possèdent des raies d’émission isolés des autres (exemple
lithium ou plomb). Ces éléments isolés sont généralement des éléments exogènes non prio-
ritaires. La demande de détection de ces éléments étant rare et ponctuelle, j’ai choisit
d’utiliser des gammes spectrales spécifiques pour les détecter. Cela signifie qu’un spectro-
mètre est paramétré pour la détection de l’élément spécifique à détecter. Dans le tableau
4.3, nous trouvons les raies des éléments à détecter ponctuellement et spécifiquement.

Avec ce travail, j’ai une gamme spectrale optimisée pour la détection des éléments choi-
sis. Cette gamme permet la détection à l’aveugle d’un maximum d’éléments exogènes. De
plus, pour les éléments spécifiques qui sont souvent hors de la gamme spectrale générale,
j’ai anticipé et pré-sélectionné des raies afin d’optimiser leur détection.

4.2.2 Extraction du signal

Afin d’obtenir une image élémentaire, il est important d’extraire de façon pertinente
les informations du spectre. Dans nos analyses, on souhaite déceler la présence d’éléments

89



CHAPITRE 4. TRAITEMENT DES DONNÉES ET EXTRACTION DE
L’INFORMATION

Éléments détectables Raie sélectionnée
Zirconium 257.14 nm
Chrome 283.56 nm

Tungstène 268.14 nm
Magnésium 285.21 nm

Silicium 288.15 nm
Fer 302.10 nm

Nickel 305.08 nm
Aluminium 309.27 nm
Calcium 317.94 nm
Titane 323.65 nm
Cuivre 327.39 nm
Étain 326.23 nm
Argent 328.06 nm
Sodium 330.23 nm
Carbone 199.36 nm

Zinc 206.20 nm
Phosphore 213.61/214.91 nm

Table 4.2 – Éléments détectés pour les gammes choisies

Éléments détectables Raie sélectionnée
Béryllium 234,85 nm
Vanadium 318,48 nm (risque interférence calcium)

Cobalt 240.77 nm
Or 242,81 nm

Plomb 405,82 nm
Manganèse 403,25 nm

Platine 530,10 nm
Indium 451,15 nm

Cadmium 228,81 nm
Bore 249,75 nm

Lithium 460,28 nm

Table 4.3 – Éléments non détectés dans les gammes choisies.
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ciblés, les localiser et si possible les quantifier. Travaillant avec un nombre important de
spectres (plusieurs milliers), le traitement de chaque spectre doit répondre à une rapidité
de calcul nécessaire dans le cas de l’imagerie LIBS. Le fonctionnement est le suivant :
l’intensité du signal d’une raie d’émission est extrait puis converti en pixel. L’assemblage
de ces pixels permet de construire un image élémentaire de l’élément lié à la raie.

Il existe plusieurs méthodes d’extraction du signal. Comme il est expliqué dans l’article
de Motto-Ros et al. [161], au moins trois façons d’extraire les intensités avec une rapidité
d’exécution adaptée à l’imagerie sont utilisés. Nous allons les expliquer et définir quelle
méthode nous paraît la plus adaptée.

Les trois méthodes sont illustrées dans la Figure 4.3 et détaillées ci-après.

Figure 4.3 – Descriptions des trois méthodes d’extraction. (adapté de [161])

La première méthode mesure l’intensité maximum et l’intensité minimum du signal
sur une largeur spectrale prédéfinie. Un algorithme détecte les intensités minimum et
maximum dans une largeur spectrale définie par l’opérateur. L’intensité est alors obtenu
en faisant le calcul suivant :

IS = Imax − Imin (4.1)

avec IS l’intensité du signal calculé, Imax l’intensité maximum détecté et Imin l’intensité
minimum détecté. Ce calcul permet d’obtenir l’intensité rapidement et d’avoir une vitesse
d’extraction d’environ 32000 spectres par seconde.

La seconde méthode consiste à soustraire une valeur moyenne du bruit de fond à
l’intensité du pic détecté. La détection du pic se fait à l’aide d’un algorithme de détection
écrit en LabVIEW (Peak Detector VI). Une fois le pic détecté, on obtient son intensité.
Ensuite, la ligne de base est estimée par un fit polynomiale dans la zone proche du
pic détecté. Pour la détection du pic et le calcul de la ligne de base, l’opérateur définit
préalablement la largeur spectrale sur laquelle les calculs se font. Le fit de la ligne de base
demande un temps de calcul qui réduit fortement la vitesse d’extraction du signal.

IS = Ipic − Ifond (4.2)

Avec IS l’intensité du signal calculé, Ipic l’intensité du pic détecté et Ifond l’intensité de la
ligne de base obtenue par un fit. Ces deux calculs cumulés réduisent le nombre de spectres
traités à la seconde à 5000.
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La troisième méthode calcule l’aire du pic auquelle on déduit la ligne de base. Pour
cela, l’intensité du signal est calculée grâce à l’équation suivante :

IS = Ipic − nsIfond

et Ipic =
ns∑

i=1

Ii
(4.3)

avec IS l’intensité du signal final, Ipic le signal du pic, Ifond le signal moyen de la ligne de
base et ns le nombre de point compris dans l’aire du pic calculé. La largeur du pic pour
lequel on extrait le signal est définie au préalable par l’opérateur. Le signal moyen de la
ligne de base consiste à calculer le signal moyen de l’intensité du fond sur une fenêtre de
nBG points. La fenêtre pour extraire le fond doit être exempte de raies d’émission et être
proche de la raie extraite. La fenêtre est définie elle aussi par l’opérateur. Ces calculs sont
rapides et permettent une vitesse d’extraction à 28000 spectres traités par seconde.

La description de chaque méthode ainsi que leur vitesse d’extraction sont résumées
dans le Tableau 4.4.

Méthodes Description Ligne de base Vitesse d’extraction (spectres/sec)
1 Max - Min Ponctuelle 32000
2 Détection de pic Fit polynomiale n=2 5000
3 Aire du pic Moyenne 28000

Table 4.4 – Listes des méthodes d’extraction adaptées à l’imagerie LIBS

Ces trois méthodes ont été évaluées en utilisant notamment leurs rapports signal sur
bruit. L’évaluation permet de comparer les techniques entre elles mais aussi de déterminer
leur fiabilité. La Figure 4.4(a) est une image synthétique qui nous permet de simuler les
spectres pour l’évaluation. Elle est composée de neuf intensités qui correspondent à des
rapports signal sur bruit allant de 0,5 à 128. Chaque niveau d’intensité contient 450×50
pixels soit 450×450 pixels pour l’image complète. Pour chaque spectre, on simule la raie
du zinc à 213.86 nm, un bruit de fond et un continuum (niveau du fond). La raie du
zinc est simulé pour des intensités allant de 4 à 1024 u.a.. Le continuum est simulé à
100 u.a. auquel on ajoute un bruit de fond gaussien ayant un écart type de 8 u.a.. Tous
ces paramètres correspondent bien aux neuf intensités de l’image synthétique permettant
un rapport signal sur bruit allant de 0,5 à 128. Les spectres de 3 intensités du zinc sont
représentés dans la Figure 4.4(b).

Chaque méthode d’extraction a été utilisée pour extraire le signal du zinc depuis
les spectres simulés. Les cartographies obtenues sont comparées à l’image synthétique
et le résultat est affiché sur la Figure 4.4(c). On voit que les images extraites selon les 3
méthodes diffèrent de l’image synthétique à mesure que l’on a des rapports signal sur bruit
faible. Pour la première et la seconde méthode, on constate que les intensités extraites sont
plus élevées que sur l’image synthétique à partir dès le ratio signal sur bruit à 4. Quant à la
troisième méthode, elle possède des intensités similaires à l’image synthétique quelque soit
le ratio signal sur bruit. Cependant, on remarque qu’il y a de légère variation d’intensité
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 4.4 – (a) Image synthétique avec 9 niveaux d’intensité. Chaque intensité corres-
pond à une cartographie de 450×50 pixels. (b) Spectre simulé pour 3 niveaux d’intensité
(1024,256 et 64 u.a.). (c) Images après extractions pour les 3 méthodes ainsi que l’image
originale. (d) Graphique représentant la moyenne des intensités extraites en fonction de
l’intensité attendue. Adapté de [161]
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d’un pixel à l’autre dans une même cartographie (un ratio précis). Cependant, ce n’est
qu’une comparaison visuelle. Afin de pousser plus loin la comparaison des méthodes entre
elles, on a moyenné les intensités extraites puis on les a comparées à l’intensité attendue
(image synthétique). Le signal moyen, pour un rapport signal sur bruit donné, correspond
à la moyenne de toutes les intensités extraites de la cartographie. Les valeurs obtenues ont
été reportées sur le graphique représenté dans la Figure 4.4(d). On voit sur le graphique
que les intensités de la Méthode 1 s’écartent rapidement des valeurs attendues (courbe
en pointillée noire). Cette technique est efficace seulement pour les ratios supérieurs à
16. Pour la seconde méthode, la déviation entre l’intensité attendue et l’intensité extraite
reste faible mais la courbe s’écarte tout de même des intensités attendues dès le ratio égal
à 8. Dans le cas de la troisième méthode, la courbe dévie qu’à partir du rapport signal
sur bruit à 1.

On déduit de ces résultats que la meilleure méthode d’extraction en terme de fiabilité
et de vitesse d’exécution est la Méthode trois. En effet, elle permet d’extraire le signal
avec un rapport signal sur bruit inférieur à 2 sans altération du signal et avec une vitesse
d’exécution de 30000 spectres à la seconde. La première méthode, malgré une vitesse
d’extraction importante, n’est pas fiable pour des rapports signal sur bruit inférieur à 16.
En ce qui concerne la deuxième méthode, elle possède la vitesse d’extraction la plus faible
mais n’est pas fiable pour des ratios inférieurs à 8.

Il est important d’extraire de façon exacte les intensités afin de ne pas fausser les
cartographies notamment en créant des faux positifs (intensité positive alors qu’il n’y a
pas de raie sur le spectre).

Aujourd’hui, en spectroscopie optique, l’intensité d’une raie d’émission est extraite
en réalisant un fit Gaussien, Lorentzien ou un Voigt. Cependant, cette méthode prend
quelques dizaines de secondes pour extraire le signal d’une raie d’émission. En imagerie
LIBS il ne nous est pas possible d’utiliser cette méthode d’extraction. En effet, cela pren-
drait des semaines pour obtenir les cartographies d’un seul échantillon. En effet, le cas
de l’imagerie LIBS de tissus biomédicaux, une cartographie compte en moyenne 400000
spectres par spectromètre (soit le double de spectre à traiter avec notre configuration ins-
trumentale). De plus, dans la majorité des cas, on cherche à détecter un nombre important
d’éléments (environ une dizaine) ce qui multiplie le nombres de spectres par le nombre
d’éléments. Ce nombre conséquent nous a obligé à trouver une méthode d’extraction du
signal qui soit rapide. De plus, dans notre cas, il est important d’avoir une méthode perti-
nente nous permettant de détecter les éléments en faible quantité et sous forme de trace.
D’après ces contraintes, nous avons choisi d’utiliser la méthode 3.

4.2.3 Construction de l’image élémentaire

Comme il a été expliqué, afin de construire une image, l’échantillon se déplace sous
un laser focalisé et, à l’aide d’un système de collection optique, permet l’acquisition d’un
spectre par tir laser. Un fichier contenant un spectre par position est alors constitué.
A l’aide d’une procédure automatisée, on extrait le signal de toutes les raies d’intérêt
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en utilisant la méthode 3 pour chaque pixel. La procédure automatisée est intégrée au
logiciel développé dans le paragraphe §2.. Pour construire un pixel, l’intensité extraite du
spectre (allant de 0 à 216 u.a.) est traduite en échelle de gris (allant de 0 à 28 u.a.). Cette
conversion permet de ne pas altérer les intensités. On fait cette conversion pour chaque
spectre. L’image pixel par pixel est alors reconstruite pour chaque élément sélectionné au
préalable. Ces étapes sont représentées dans la Figure 4.5.

Figure 4.5 – Étapes pour la conversion du signal vers l’image texte.

La cartographie, affichée dans le logiciel précédemment décrit (§2.), peut soit être
manipulée dans le logiciel (non adaptée) soit enregistrée sous format texte pour être
travaillée via des logiciels de traitement d’image plus adaptés. Le format texte permet de
ne pas altérer les intensités lors l’enregistrement.

Depuis ces cartographies, deux traitements d’images sont couramment utilisés. Le
premier traitement consiste à appliquer un LUT à l’image et à ajuster le contraste. Ce
traitement permet d’étudier la distribution de l’élément dans le tissu mais aussi d’obser-
ver la variation d’intensité du signal de l’élément. Pour rappel, l’intensité du signal n’est
pas proportionnelle à la concentration de l’élément mais est tout de même corréler. Le
deuxième traitement d’image donne la possibilité de construire des images multiélémen-
taires. Ces images multiélémentaires permettent de mettre en avant la distribution d’un
élément minoritaire au sein d’un autre élément présent majoritairement. Dans le cas des
tissus biologiques, cela permet de mettre en avant la biodistribution des éléments exogènes
au sein du tissu. La Figure 4.6 récapitule la construction de l’image multiélémentaire après
analyse d’un tissu pulmonaire.

Le traitement d’image est important en biomédicale. Il permet de révéler la présence
de particules au sein des tissus mais aussi mettre en avant des disparités de signal pour
un élément donné.
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(a) (b) (c)

Figure 4.6 – (a) Images brut du magnésium (élément représentant la structure du tissu)
et du silicium (élément exogène) d’un tissu pulmonaire. (b) LUT de couleur appliqué aux
images texte pour différencier les éléments. (c) Image multiélémentaire où la colocalisation
des éléments est représentée en jaune.

4.3 Détections de particules

4.3.1 Comptage de pixels positifs

4.3.1.1.Méthodologie pour le comptage de pixels

La première méthode consiste à considérer chaque pixel de manière binaire pour un
élément. Il est soit positif, soit négatif. Le nombre total de pixel positif de l’échantillon
est ensuite évalué. Le nombre de pixels positifs tient compte seulement des pixels au sein
du tissu analysé (on exclut tous ceux possiblement présents dans la paraffine). On ne
souhaite pas prendre en compte ceux à l’extérieur du tissu qui peuvent être liés soit à
une contamination du bloc soit à la redéposition de la poussière lors de l’ablation. Pour
pouvoir faire la différence entre particules à l’intérieur du tissu ou non, nous définissons le
contour du tissu. De plus, afin d’obtenir des valeurs comparables entre les tissus analysés,
nous avons besoin de déterminer la surface du tissu analysée au sein de l’image. Pour
cela, on a besoin de la cartographie d’un élément endogène représentatif du tissu tel que
le phosphore ou le magnésium (Figure 4.7(a)).

Plusieurs étapes sont nécessaires pour obtenir la taille de la surface et le contour du
tissu. J’applique dans un premier temps un lissage sur la cartographie afin d’homogénéiser
le signal sur toute la surface. On utilise un lissage gaussien pour lequel l’opérateur fixe
le nombre de pixels utilisés. Ensuite, à l’aide d’un seuil d’intensité du signal, j’obtiens un
contour (Figure 4.7(b)). Le seuil est ajusté manuellement par l’opérateur en se basant
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sur l’image brut du tissu. La surface du tissu est calculée en comptabilisant le nombre de
pixels présents à l’intérieur du contour puis en les multipliant par le pas d’analyse.

La dernière étape consiste à compter le nombre de pixels positifs de l’élément au sein
du tissu analysé. Un pixel dit positif est un pixel ayant une valeur permettant sa détection
(supérieure à la LOD). Les pixels comptabilisés sont ceux présents à l’intérieur du contour,
ceux à l’extérieur du contour ne sont pas pris en compte. Les pixels comptabilisés sont
ceux supérieurs à un seuil d’intensité fixé par l’opérateur (Figure 4.7(b)) et qui permet
de respecter une LOD de 3σ. Le comptage est réalisé pour tous les éléments exogènes
pour lequel on a extrait une cartographie. En effet, le comptage est réalisé depuis les
cartographies préalablement extraites et enregistrées au format image texte. Les valeurs
comptabilisées sont ensuite rapportées à un nombre de pixels par unité de surface (ici le
cm2 en lien avec la surface des tissu). Les valeurs de chaque élément sont reportées dans
un tableau ainsi que la surface du tissu analysée.

Figure 4.7 – Méthode pour comptabiliser le nombre de pixels allumés au sein d’un
tissu. (a) Cartographie du Phosphore d’un tissu pulmonaire humain. (b) Contour du tissu
analysé permettant de remonter à la surface de tissu analysé. (c) Pixels de silicium à
l’intérieur de la surface analysée que l’on comptabilise.

Afin de faciliter la lecture, j’affiche les valeurs numériques dans un graphique. Plusieurs
types de graphiques ont été testés tels que l’histogramme, le camembert ou la toile d’arai-
gnée. La toile d’araignée est le graphique jugé le plus adapté pour comparer les valeurs
entre elles. Les tissus analysés n’ayant pas les mêmes dimensions, les valeurs sont repor-
tées en nombre de pixels par centimètre carré. En rapportant les valeurs à une dimension,
on peut comparer les échantillons entre eux.

Afin d’avoir une base comparative pour les cliniciens, les données sont comparées à
des tissus de références. Les tissus de références sont des tissus pulmonaires post-mortem
n’ayant pas eu de maladies pulmonaires connues au moment du prélèvement. Ce sont trois
tissus qui ont été analysés à 60 μm de résolution dans les gammes spectrales suivantes :
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190-237nm et 247-336nm. Ces échantillons ont été analysés avant que l’étude d’optimi-
sation de la résolution sur la paraffine ait été faite. On a comptabilisé tous les éléments
détectés pour les références et moyennés ces valeurs afin d’avoir une valeur de référence
pour un tissu considéré comme sain. Ces valeurs sont reportés dans le Tableau 4.5.

Référence Surface Si Al Ti Cr Cu
cm2 pixels/cm2 pixels/cm2 pixels/cm2 pixels/cm2 pixels/cm2

1 1,76 1,13 4,53 2,26 2,26 0,57
2 4,63 3,45 9,28 0,86 1,08 N.C.
3 2,94 6,11 3,74 1,02 N.C. 1,02

Moyenne 1-2-3 3,11 3,85 6,64 1,18 1,44 0,96

Table 4.5 – Nombre de pixels par cm2 comptabilisés dans les 3 tissus référence ainsi que
le nombre de pixels par cm2 moyen calculé depuis les valeurs références.

Ce nombre de trois références reste relativement faible pour servir de base comparative.
Il n’est pas possible d’établir de vrai statistique représentative de l’exposition moyenne
de la population en se basant sur ces trois échantillons. En effet, l’exposition des patients
est liée à plusieurs facteurs tels que l’environnement au quotidien ou le travail. Pour éta-
blir une statistique valable, il faut un nombre conséquent d’échantillon afin d’avoir une
représentation moyenne des expositions. Pour répondre à ce besoin, une biobanque de
59 échantillons est mise en place. Cette biobanque est développée plus en détail dans le
chapitre suivant.

Jusqu’à présent, les résultats transférés au corps médical ne contenaient que les images
élémentaires et/ou multiélémentaires des éléments détectés. Grâce à cette méthodologie
de comptage que j’ai développé au cours de ma thèse, nous déterminons la quantité de
pixels positifs d’éléments exogènes au sein des tissus pathologiques et nous pouvons lire
ces valeurs rapidement grâce à un affichage adapté.

Cependant, ce comptage permet d’avoir des valeurs quantitatives relatives et non
absolues. Cela est dû notamment au faite que la taille et la nature exacte des particules
analysées ne sont pas connues.

4.3.2 Comptage de Nanoparticules de Titane

N’ayant aucun contrôle sur la taille et la nature des particules lors de l’analyse de
tissus pulmonaires médicaux, une étude animale avec des nanoparticules de tailles et
compositions connues est effectué afin de calibrer la méthode. Cette étude consiste à faire
inhaler des doses croissantes de nanoparticules de TiO2 à des rats puis d’analyser leurs
poumons. La question à laquelle on souhaite répondre avec cette étude est : Est-ce-qu’une
image "2D" est représentative de l’exposition globale ?

4.3.2.1.Préparation des échantillons

Toute la partie consistant à l’inhalation et à la préparation des échantillons a été réa-
lisée à l’Institut National de Recherche et Sécurité de Nancy.
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Les expérimentations animales ont été réalisées conformément à la directive euro-
péenne 2010/63/UE et à la réglementation française relative à la protection des animaux
utilisés à des fins scientifiques, dans une animalerie de laboratoire agréée par le minis-
tère français de l’agriculture (accréditation n◦ D54-547-10). Toutes les expériences sur les
animaux ont été approuvées par le comité d’éthique local et le ministère français de la
recherche et de l’enseignement supérieur (autorisation n◦ APAFIS#10052).

Des rats Sprague-Dawley femelles âgés de sept semaines (laboratoires Janvier, France)
ont été élevés dans des conditions environnementales standards (humidité relative : 55 ±
10% ; température : 22 ± 2 ◦C et cycle lumière/obscurité de 12/12 h). L’eau et la nourriture
standard des animaux de laboratoire (A04 Safe diet) étaient disponibles librement. Deux
semaines avant l’exposition par le nez seulement à l’aérosol nanostructuré TiO2 (NSA),
les rats ont été progressivement acclimatés aux tubes de contention. Les animaux (à partir
de dix semaines) ont ensuite été exposés soit à de l’air filtré, soit à du TiO2 NSA à une
concentration de 15 mg/m3 pendant 6 h/jour, 5 jours/semaine pendant 2 semaines.

Trois différents groupes d’exposition à une concentration équivalente à 6 h (15, 5 et
1,5 mg/m3) ont été créés en modulant la durée d’exposition au TiO2 NSA (360, 120 et
36 min, respectivement) et en supposant un dépôt pulmonaire similaire, dépendant du
temps, du NSA [Protocole Concentration x Temps (C x t) (OCDE, 2009)].

Le TiO2 NSA a été généré à partir d’une poudre nanocristalline de TiO2 à phase mixte
(Aeroxide R© P25 d’Evonik R©) composée de 80% d’anatase et de 20% de cristallites de rutile
avec un diamètre moyen de particules primaires de 21,5 ± 7,2 nm. La caractérisation des
aérosols est présentée en référence [162]. Les principales caractéristiques de l’aérosol sont
les suivantes : Diamètre aérodynamique médian de compteur (CMAD) = 0,31 μm avec
un écart-type géométrique (GSD) = 1,74 ; Diamètre aérodynamique médian de masse
(MMAD) = 1,14 μm et concentration en nombre d’aérosols (particules/cm3) = 22530 ±
7600.

Les animaux ont été euthanasiés 3 jours après la fin de l’exposition avec une injec-
tion intrapéritonéale de pentobarbital (60 mg/kg), et exsanguinés par l’aorte abdominale.
Les lobes pulmonaires ont été prélevés et conservés à -80◦C jusqu’à leur utilisation. La
teneur en titane dans les lobes pulmonaires crâniens droits a été mesurée par ICP-MS.
Les lobes caudaux droits ont été fixés dans du formol tamponné neutre (Sigma Aldrich)
et des blocs de paraffine de déshydratation ont été réalisés. Les procédures de collecte, de
préparation et d’analyse des échantillons ont été décrites en détail précédemment[163-165].

Le tableau 4.6 résume les concentrations moyennes réelles auxquelles chaque groupe a
été exposé et la quantité de titane moyenne retenue dans les poumons 3 jours après la fin
de l’exposition.

Nous allons maintenant analyser les tissus inclus en paraffine par imagerie élémentaire
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LIBS.

Groupe d’exposition
Concentration Concentration Dose de titane

cible administrée retenue
(mg/m3)a (mg/m3)b (μg Ti/poumon)c

Contrôle 0 0 0.2±0.1
Faible 1.5 1.5±0.52 209±59

Moyenne 5 4.68±1.08 554±142
Forte 15 14.55±3.74 1477±213

Table 4.6 – Concentrations massiques des nanoparticules de TiO2 (cible et réelle) ainsi
que la dose retenue de Titane par les poumons
a Concentration équivalente à 6h
b moyenne ± déviation standard (dérivées de 1, 2 et 4 échantillonnages gravimétriques
quotidiens pour les concentrations faibles, moyennes et élevées, respectivement)
c moyenne ± déviation standard (n=10 par groupe)

4.3.2.2.Résultats LIBS

Une analyse à haute résolution a été faite selon les paramètres suivants : énergie 4,5
mJ, flux d’Argon 1,2 l/min, résolution 20 μm, focus Δz=-40μm. La surface analysée sera
la même pour tous les tissus soit : 2cm × 2cm correspondant à 1000 × 1000 pixels pour
un pas de 20 μm. Le spectromètre a été paramétré comme indiqué dans le tableau 4.7.

Spectromètre 500
Délai 1 μs
Porte 5 μs
Gain 1500

Fente d’entrée 35 μm
Gamme spectrale 247-336 nm

Réseau 600 l/mm

Table 4.7 – Paramètres d’acquisition de la caméra

Pour cette étude, le titane est l’élément cible à détecter. En parallèle, la détection d’un
élément endogène doit être fait afin d’avoir une cartographie de la structure du tissu. Les
éléments endogènes généralement utilisés sont soit le phosphore soit le magnésium. Pour
cela, il est choisi d’exploiter la raie à 323,58 nm du titane et la raie à 253,52 nm du
phosphore permettant l’utilisation d’un seul spectromètre. L’utilisation du phosphore est
préférée au magnésium car le phosphore est présent dans toutes les cellules et en concen-
tration plus importante et homogène. De plus, le but étant de travailler sur les spectres
d’émission LIBS et de potentiellement comparer les deux raies mentionnées, l’utilisation
d’un seul spectromètre est jugée plus pertinente. Un exemple de spectres obtenus après
l’analyse est montré dans la Figure 4.8. On a mis en avant le signal du phosphore sur
les spectres. On voit que les raies sont non interférées et que l’intensité est suffisamment
intense pour obtenir une cartographie lisible. Quatre spectres issus de quatre pixels pré-
sentant du titane au sein du tissu et ayant un niveau d’intensité croissant du titane sont
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présentés. Les couleurs associées aux quatre spectres correspondent au niveau d’intensité
de l’échelle de couleur utilisée dans les cartographies des autres échantillons analysés. Le
spectre de couleur noir ne possède aucun signal de titane alors que le spectre jaune montre
un signal très intense de titane. Ces spectres montrent qu’il est possible de détecter le
phosphore quelque soit l’intensité du titane. De plus, on voit que la raie du titane à 323,52
nm reste facilement détectable quelque soit l’intensité du signal.

Figure 4.8 – Spectres d’émission issus de quatre pixels possédants quatre niveaux d’in-
tensité croissante du titane. Le signal du phosphore est visible sur la partie gauche du
spectre.

Le second exemple porte sur un tissu pulmonaire à forte concentration de nanoparti-
cules de titane afin de garantir un spectre de titane intense pour le développement de la
méthodologie expliquée dans le paragraphe suivant.

Les cartographies élémentaires du phosphore et du titane sont extraites et observables
dans la Figure 4.9. La méthode d’extraction utilisée pour obtenir les cartographies est
celle choisie dans le chapitre précédent (méthode 3).

Figure 4.9 – Images élémentaires du Phosphore et du Titane pour l’analyse à 20μm de
résolution du tissu pulmonaire de rat à forte concentration de nanoparticules de Titane.
L’échelle d’intensité va du noir (aucun signal) au blanc (signal maximum).

101



CHAPITRE 4. TRAITEMENT DES DONNÉES ET EXTRACTION DE
L’INFORMATION

On remarque sur l’image du Phosphore que la structure du tissu n’est pas homogène.
On voit la présence de trous (anatomie du poumon) mais aussi des différences d’intensité
du signal selon la zone du poumon analysée. Je suppose que cette différence d’intensité
peut en partie être liée à l’inclusion du tissu en paraffine ou en partie a une inhomogénéité
de la distribution du phosphore au sein du tissu. Pour la première hypothèse, la paraffine
peut s’être déposée sur la surface du tissu lors de la préparation du bloc pour l’analyse ou
bien le tissu analysé est initialement plus en profondeur dans le bloc. Cette inhomogénéité
de la structure du tissu (présence de trous) peut expliquer la biodistribution du titane
présentant des zones sans signal et d’autres surchargées en signal. Un LUT de couleur a
été appliqué aux cartographies afin de mieux distinguer les variations de signal dans le
tissu. Il permet notamment d’avoir une première estimation de l’intensité du signal d’un
élément avant d’effectuer toutes méthodes d’extraction de données.

4.3.2.3.Méthodologie pour l’obtention de valeurs quantitatives

Dans la méthodologie précédemment expliquée (paragraphe §4.3.1), nous tenons compte
seulement du nombre de pixels positifs sans prendre en compte les variations de l’intensité
du signal. Or comme expliqué dans le préambule, le signal est corrélé à la concentration
(mais n’est pas proportionnel). On cherche maintenant à développer une méthodologie
qui prendrait en compte les intensités du signal.

La première étape consiste considérer seulement le signal du Titane présent à l’intérieur
du tissu. Pour cela, on utilise la même méthode que celle utilisée pour le comptage de pixels
positifs afin de définir le contour et la surface du tissu basée sur l’image du Phosphore
(Figure 4.10). Le contour est défini après avoir appliqué un filtre gaussien et un seuil.

Figure 4.10 – Méthode pour comptabiliser le nombre de pixels allumés au sein d’un tissu.
(a) Cartographie du Phosphore d’un tissu pulmonaire de rat. (b) Contour du tissu analysé
permettant de remonter à la surface de tissu analysé. (c) Pixels du Titane à l’intérieur de
la surface analysée que l’on comptabilise.

Ces deux paramètres sont fixés de la même façon que la méthodologie de comptage de

102



4.3. Détections de particules

pixels. Une fois le contour déterminé, on récupère la surface de tissu analysé et l’on passe
à l’étape suivante.

La différence entre les méthodologies de comptage est liée à la méthode d’extraction
des données. Nous ne comptons plus un nombre de pixels positifs mais nous mesurons le
signal total de Titane présent au sein du tissu. En effet, comme on l’a vu sur la Figure 4.8,
le signal varie entre deux pixels. Cette variation est essentiellement dû à la concentration
de l’élément dans la portion analysée.

Pour répondre à la question : notre analyse 2D est-elle représentative de l’exposition
globale, nous calculons le signal de titane. Le signal du Titane correspond aux intensités
sommées du Titane présent au sein du tissu rapporté à la surface de celui-ci. On récupère
les intensités des pixels de titane possédant une intensité avec une LOD supérieure à 3σ.
Le calcul que l’on fait peut être écrit comme suit :

Signal T i =

∑
IT i

Surface
(4.4)

Comme pour le comptage de pixels positifs, il est important de pouvoir comparer les
signaux entre eux et donc de rapporter le signal à la surface pour tous les échantillons.
Maintenant que la méthodologie est développée, nous passons une série d’échantillons
pour répondre à notre question.

On a analysé trois tissus de chaque groupe d’exposition. Chacun des poumons a été
analysé selon les mêmes paramètres d’analyse que le poumon précédemment présenté à
l’exception de la résolution. Afin de vérifier si notre méthodologie fonctionne, le pas de
résolution choisi est de 50μm. La surface analysée revient donc à 400×400 pixels soit
160000 pixels.

Pour chaque tissu, on a extrait les cartographies du phosphore et du titane. On a
mesuré la surface et créé le contour du tissu. Sur la Figure 4.11, les images élémentaires
du titane avec le contour du tissu pour les 12 tissus pulmonaires sont affichées. Lorsqu’on
regarde la densité du signal dans les tissus, on remarque que le signal de titane augmente
en même temps que la concentration des nanoparticules dans le tissu. On confirme aussi,
par ses analyses LIBS, que les tissus de contrôle (aucune inhalation de nanoparticules) ne
présentent aucun signal de titane.

Par la suite, j’ai appliqué la méthodologie de comptage du signal de Titane développée
pour récupérer le signal de titane de chaque échantillon. J’ai calculée le signal pour tous
les tissus pulmonaires analysés. Dans le tableau 4.8, j’ai reporté les quantités de titane
dans le poumon mesurées par ICP-MS ainsi que les signaux de titane que j’ai obtenue.
Les échantillons ont été numérotés arbitrairement de 1 à 12.

Afin de comparer les analyses LIBS aux valeurs obtenues par ICP-MS sur le volume
total du poumon, on reporte les valeurs sur un graphique. Le graphique est représenté sur
la Figure 4.12.
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Figure 4.11 – Images élémentaires du Titane de chacun des quatre groupes d’exposi-
tions (trois poumons par exposition). Les groupes d’exposition sont indiqués par leur
exposition : Contrôle (0,1 ppm), faible (147 ppm), moyen (402 ppm) et forte (1018 ppm).

Groupe d’exposition Échantillon Quantité de titane mesurée Signal de Titane
par ICP-MS (μg Ti/poumon) (u.a.)

Contrôle (0,2 ppm)
1 0,1 0
2 0,2 0
3 0,3 0

Faible (209 ppm)
4 234 161,29
5 222,9 76,62
6 157,6 147,04

Moyen (554 ppm)
7 532,2 274,82
8 584,1 276,14
9 683,9 274,63

Forte (1477 ppm)
10 1146,3 622,11
11 1253,7 616,22
12 1771,6 875,33

Table 4.8 – Quantité de titane par poumons de rat en μg/poumon mesurés par ICP-MS
ainsi que les valeurs des signaux LIBS de titane calculés.
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Figure 4.12 – Graphique représentant le signal du Titane calculé en fonction de la masse
en volume obtenue par ICP-MS (valeur moyenne). Les groupes d’exposition sont indiqués
à l’aide de cercle de couleur.

On remarque sur le graphique que les valeurs sont regroupées par groupes d’exposi-
tions. Ces regroupements confirment que notre signal extrait est bien proportionnel à la
concentration du Titane dans le tissu. Les incertitudes de mesure prennent en compte
l’incertitude lié à la mesure instrumentale (fluctuation du tir laser, incertitude de la ca-
méra, etc.) et la fluctuation de la mesure de la surface (mesure dépendant opérateur). Ces
incertitudes de mesures sont calculées à l’aide des formules suivantes :

σ1 =

√
X√
N

et σ2 =
√
X (4.5)

où σ1 est l’incertitude de la mesure de la surface, σ2 l’incertitude instrumentale, X la
valeur mesurée et N le nombre de fois où la valeur a été mesurée.

La première formule permet de calculer l’incertitude sur la mesure de la surface σ1.
En effet, afin de faire la mesure, la mesure dépend du choix du seuil qui est estimé par
l’opérateur. La valeur de la surface est alors opérateur-dépendant. Bien que l’on essaie
de respecter les mêmes ajustements pour chaque tissu, la surface mesurée peut légère-
ment variée. La seconde formule permet de calculer l’incertitude instrumentale σ2. Lors
de la mesure d’un spectre, il faut prendre en compte les fluctuations de l’impulsion laser
ainsi que l’incertitude de lecture (caméra). Ce sont les deux apports les plus importants
d’incertitude du côté instrumentale. Cependant, l’incertitude lié à la surface est large-
ment dominante face à l’incertitude instrumentale. Sur le graphique est prise en compte
seulement l’incertitude de la mesure de surface.

Le calcul du coefficient de corrélation donne un R2 de 0.984. Ces résultats montrent
que notre technique d’analyse de surface est représentative d’une analyse en volume du
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tissu. En effet, grâce à l’analyse ICP-MS qui est un analyse quantitative, on a montré que
notre signal est proportionnel à la masse de nanoparticule de titane présente au sein de
tout le poumon. Grâce à notre technique, il est possible d’obtenir des résultats quanti-
tatifs lors de l’analyse par imagerie LIBS de nanoparticules de titane au sein des tissus
biologiques.

4.4 Conclusion
Dans ce chapitre, afin d’obtenir des cartographies élémentaires, un travail préliminaire

sur les différentes méthodes d’extraction du signal ainsi que le choix des raies extraites a
été fait. La méthode d’extraction jugée pertinente pour l’imagerie LIBS est la méthode
dite de l’aire du pic. Elle permet d’extraire les cartographies pouvant être de très grandes
tailles et pour plusieurs éléments à la fois de façon rapide et avec une bonne précision
(fiable pour le rapport signal sur bruit supérieur à 2).

De plus, nous avons développé des méthodologies de comptage de pixels et de détection
de particules au sein de tissus pulmonaires. Nous venons de montrer qu’il est possible
d’obtenir des résultats qualitatifs et quantitatifs à partir d’analyses réalisées par imagerie
élémentaire LIBS dans le cas de tissus pulmonaires. Nous savons aujourd’hui que l’imagerie
LIBS en surface (2D) est similaire à une analyse en volume du tissu (3D).

Ces nouvelles méthodologies de comptage (pixels et signal) ouvrent de nouvelles pers-
pectives à la LIBS pour le domaine du biomédicale. En effet, elles permettent aujourd’hui
d’obtenir, avec une même analyse, l’information sur la biodistribution des éléments dans
le tissu ainsi qu’une information quantitative de ces mêmes éléments. Une étude clinique
est lancée suite aux résultats positifs présentés dans ce chapitre. Cette étude est détaillée
dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5

Étude prospective

5.1 Introduction
Les résultats prometteurs obtenus dans le chapitre précédent ont initié deux études

cliniques. Dans ces deux études, nous avons détecté et quantifié le signal LIBS d’éléments
exogènes au sein de tissu pulmonaire.

Nous allons dans un premier temps détailler les échantillons utilisées mais aussi les
difficultés que cela représentent d’analyser un grand nombre d’échantillons. Pour cela un
protocole est mis en place et nous le détailleront ensuite.

Afin d’avoir un logiciel fonctionnant de manière automatique, une nouvelle méthodo-
logie d’extraction du signal LIBS est créée et nous l’expliquerons en détail.

Une évaluation analytique sera faite au vue du grand nombre d’échantillons et donc
de spectres qui ont été analysés.

Nous finirons sur des exemples de cas cliniques ainsi que sur les résultats préliminaires
obtenus pour les études cliniques.

5.2 Échantillons
Une première étude clinique utilisant la LIBS comme instrument d’analyse a été initiée

par Benoît Busser au CHU Grenoble Alpes. Cette étude de grande envergure fait appel
à six hôpitaux français : le CHU Grenoble Alpes, deux hôpitaux de Paris, deux hôpitaux
de Lyon et un hôpital de Lille. Cette étude, appelée MEDICO-LIBS [166], fait suite aux
résultats prometteurs présentés dans le chapitre précédent qui sont : la possibilité de
quantifier les pixels positifs d’éléments exogènes au sein des tissus inclus en paraffine et
que l’analyse 2D LIBS (surface analysée) est représentative d’une analyse 3D (volume
total du tissu).

Le but de cette étude est de mettre en évidence une relation entre la présence et/ou
accumulation de certains éléments exogènes et certaines maladies pulmonaires idiopa-
thiques. Les premiers résultats obtenus en imagerie LIBS ont permis de mettre en avant
la présence d’éléments exogènes au sein des tissus qui sont difficilement détectés par les
méthodes standards d’analyses histopathologiques.

Dans le cas de l’étude, à l’aide d’échantillons pathologiques, nous souhaitons établir des
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corrélations entre co-présence d’éléments et pathologies. Pour cela, il a été choisi d’analyser
une centaine d’échantillons de tissus pulmonaires de cas pathologiques idiopathiques. Ces
échantillons proviennent des six hôpitaux inclus dans l’étude. Les pathologies sélectionnées
font parties des pneumopathies interstitielles diffuses (PID). Pour l’étude, chaque hôpital
aura fourni à la fin de l’étude entre 15 et 20 blocs de tissus pulmonaires de patients atteints
de PID.

Les premiers échantillons analysés proviennent de l’hôpital de Grenoble Alpes. L’hô-
pital a sélectionné et fait analyser 32 blocs provenant de différent cas de PID. L’hôpital
de Grenoble Alpes a choisi d’analyser un nombre de blocs plus important (supérieur à
20) que les autres hôpitaux afin d’être sûr qu’on aille bien analyser une centaine de bloc
provenant de patients atteints de PID à la fin de l’étude 1. Les patients sélectionnés par
l’hôpital de Grenoble ont un âge compris entre 55 et 75 ans à l’exception de deux patients
plus jeunes (35 et 36 ans). Trois pathologies sont représentées majoritairement par ces
échantillons : les fibroses pulmonaires idiopathiques, les emphysèmes et les sarcoïdoses.
Nous avons un échantillon (bloc de tissu inclus en paraffine) à analyser par patients à
l’exception de six patients où nous avons deux échantillons par patients. Deux autres pa-
thologies ont été sélectionnées (la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et
l’hystiocytose X) et représentent un seul bloc chacun. Les informations ont été résumées
dans un tableau en Annexe C.

En parallèle de cette étude, une biobanque est mise en place. Cette biobanque a pour
but d’établir des statistiques et notamment des seuils "pathologiques" du nombre de pixels
positifs exogènes (analyse d’un nombre conséquent de tissus pulmonaires sains). Nous sou-
haitons déterminer une valeur seuil de contamination pour des éléments pré-sélectionnés
(Al, Cr, Cu, Si, Ti et Zr) et ainsi créer une base de données référence. Pour construire
cette base de données, des tissus références sont sélectionnés et analysés. Ces références
proviennent de biopsies médico-légales réalisées sur des poumons post-mortem n’ayant
pas de maladies pulmonaires connues. La concentration des éléments pouvant varier avec
l’âge et les possibles expositions (environnementales et/ou professionnelles), il est im-
portant d’avoir des références provenant de plusieurs tranches d’âge, on a sélectionné des
références âgés entre 4 mois et 93 ans. Au total, 59 blocs sont sélectionnés et préparés pour
les analyses en imagerie LIBS par le CHU de Grenoble provenant de 21 patients différents.

La préparation des échantillons est primordiale pour la réussite de l’analyse. Il faut
que la surface soit parfaitement plane. Il y a deux cas de préparation : l’analyse d’un
bloc ancien déjà analysé (par microscopie ou autres techniques) et l’analyse d’un bloc
nouvellement créé. Dans le premier cas, la surface peut être contaminée ou abîmée. Dans
ce cas, on retire une ou plusieurs coupes fines de tissu à l’aide d’un microtome. Dans le
second cas, le tissu ne se trouve pas à la surface du bloc nouvellement préparé. Il faut
retirer le surplus de paraffine afin de faire apparaître le tissu. La planéité de l’échantillon
est primordiale pour l’imagerie LIBS afin de garder la même focalisation du laser lors de

1. Le nombre exact de blocs fournis par les autres hôpitaux n’est pas connu à l’avance.
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l’ablation. Si un échantillon à analyser n’est pas parfaitement plan, il est recoupé afin de
pouvoir obtenir des résultats optimaux. Pour les deux cas, la dernière coupe retirée est
utilisée pour réaliser l’image HES du tissu. Cette image HES sert de point de référence
pour les cliniciens dans la compréhension des cartographies LIBS.

Le grand nombre d’échantillons ne permet pas l’analyse d’un seul bloc par jour. A sur-
face équivalente, la durée d’analyse dépend essentiellement de la résolution. Un compromis
entre la résolution et le temps d’analyse est fait. Il nous faut obtenir une cartographie
fournissant un maximum d’information mais qui nous permettent de passer plusieurs
échantillons dans la journée. La taille des cartographies réalisées est en moyenne de 2cm
par 3cm. De plus, nous faisons des analyses monotirs (un tir = un pixel) avec un laser
fonctionnant à une fréquence de 100 Hz. Dans le Tableau 5.1, il est regroupé les temps
d’analyses calculés selon la résolution pour une cartographie de 2cm par 3cm.

Résolution 60 μm 40 μm 20 μm
Temps d’analyse 27 minutes 1 heure 2 minutes 4 heures 10 minutes

Table 5.1 – Temps d’analyse d’une cartographie 2cm par 3cm selon la résolution.

On constate que le temps d’analyse augmente considérablement avec une résolution
de 20 μm. Afin d’avoir une cartographie contenant suffisamment d’informations et la
possibilité d’analyser plusieurs échantillons par jour, il a été décidé de travailler à 40 μm.

5.3 Protocole instrumental utilisé
L’analyse de bloc de paraffine comporte des difficultés. La première difficulté que l’on

peut citer concerne l’éjection importante de la matière lors de l’ablation de la paraffine.
Par ombroscopie, on se rend compte de l’éjection importante de matière (comme indiquée
dans le paragraphe du Chapitre ).

Lors de l’analyse LIBS dans l’air, cette éjection vient en partie se déposer sur les
lentilles de collection du signal et l’objectif qui sont proche de la zone ablatée. Ce dépôt
de paraffine est absorbant, que ce soit à la longueur d’onde du laser qu’à celle des raies
d’émissions du plasma. Il atténue ainsi le signal et de plus peut endommager l’objectif.

La seconde difficulté réside dans le signal émis. En comparaison avec d’autres maté-
riaux couramment utilisés en LIBS, le tissu inclus en paraffine émet un signal plus faible.
Ceci a été démontré dans le paragraphe sur l’étude cinétique de différents matériaux
§3.3.3. On a mis en avant que le tissu inclus en paraffine avait le plus faible ratio signal
sur bruit par rapport à des matériaux standards.

La troisième difficulté est liée à la dureté du matériau (la paraffine est "molle").
Cela impacte fortement la résolution d’analyse. Des explications ont été données dans
le chapitre 2 et notamment dans les paragraphes sur l’étude des cratères et l’optimisation
sur paraffine.

Une quatrième difficulté est liée à la préparation des blocs. Lors de leur préparation, les
coupes faites au microtome afin de retirer le surplus ne sont pas parfaitement planes. Cela

109



CHAPITRE 5. ÉTUDE PROSPECTIVE

se traduit par les deux faces du blocs qui ne sont pas parallèles (Figure 5.1). La focalisation
du laser étant le même tout le long de l’analyse, il faut ajuster l’horizontalité du bloc à
l’aide du porte échantillon. Après la coupe, selon la nature du tissu (calcification, os, etc.),
la surface du tissu peut présenter des creux et des bosses. En effet, la lame ayant plus de
difficultés à couper un tissu dur qu’un tissu mou, elle dévie légèrement de sa trajectoire lors
de la découpe de tissu dur. Il faut alors choisir comment ajuster la focalisation pour ne pas
avoir de différence de signal entre les différentes parties du tissu. Pour cela, l’échantillon
est placé de sorte qu’un maximum de la surface à analyser (notre tissu) soit au point focal
du laser au détriment des zones qui sont en dehors de la zone (généralement décalage en
hauteur de quelques micromètres).

(a)

(b)

Figure 5.1 – (a) Schéma décrivant l’inclinaison possible du bloc de paraffine.
(b) Schéma expliquant les irrégularités de surface dû à la découpe au microtome.

Ces difficultés liées seulement à l’analyse des tissus inclus en paraffine imposent la
mise en place d’un protocole instrumental. Ce protocole a pour but de garder l’analyse
optimale quelque soit le nombre de bloc analysé. En effet, chaque échantillon (biologique
ou non) doit être analysé de façon optimale et répétable. La paraffine étant très salissante,
il est nécessaire d’inclure des nettoyages de l’instrument. Le protocole a pour but aussi
de rendre les analyses répétables quelque soit l’opérateur.

Dans ce protocole sont notés, entre autres choses, les paramètres expérimentaux pour
la campagne d’analyse. Ces paramètres regroupent les valeurs prédéfinies dans le travail
d’optimisation fait dans le chapitre 3. On retrouve les données liées à l’énergie laser, le
nombre de tirs par pixels, la résolution spatiale et la focalisation du laser sur le tissu (Δz)
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spécifique à ce type d’échantillon. Ces valeurs sont à définir auprès du logiciel pilotant
l’instrument. Les paramètres des caméras, obtenues après optimisation, sont indiqués.
Nous trouvons notamment le délai, la porte et les gammes spectrales . Ces paramètres
permettent d’obtenir des spectres avec le bruit de fond le plus faible possible ainsi que
des raies d’émission intenses pour les éléments sélectionnés. Ils ne sont pas valables pour
l’analyse d’échantillons d’une nature différente. Ce rappel des paramètres nous permet
de s’assurer que chaque échantillon est analysé selon les mêmes paramètres quelque soit
l’opérateur.

Une des particularités de ce protocole est la mise en place d’une analyse de contrôle.
Après le nettoyage des optiques (lentilles de collection du signal émis par le plasma), il
est possible d’avoir un léger décalage dans la focale. Ce décalage induit des variations au
niveau du signal perçu par les spectromètres. Pour cela, un contrôle du signal est mis
en place. On analyse un matériau utilisé comme référence selon des paramètres fixés. On
compare ensuite l’intensité d’une raie à celle de la même raie obtenue après analyse dans
les conditions standards du système. Si l’intensité de la raie varie trop par rapport à la
normale, on réajuste les focales des lentilles. Ce contrôle est important en analyse LIBS
car il faut que le signal soit le plus répétable et stable dans le temps. Notre matériau dit
référence est composé entre autre d’aluminium. Pour contrôler la variabilité du signal, on
se sert des raies de l’aluminium. On mesure l’intensité brut du signal et on le compare aux
précédents signaux. Si le signal varie à plus de 10% de la valeur moyenne, on procède aux
réajustements des focales afin d’optimiser le signal envoyé au spectromètre. Une fois les
focales réajustée, on fait à nouveau l’analyse de contrôle pour s’assurer que notre analyse
est enfin optimale. Un exemple de spectre ainsi que le graphique de valeurs obtenues sont
montrés dans la Figure 5.2. La dispersion du signal est dû au déplacement de la lentille par
rapport à la position qui permet à la fente d’entrée d’être placé au niveau du point focal
de la lentille. Lors du nettoyage, on démonte le support de la lentille (lorsqu’on replace
l’ensemble (lentille + support), il est possible d’avoir un léger décalage de la position ce
que l’on souhaite éviter).

Une autre particularité de ce protocole consiste en la mise en place d’une routine de
nettoyage des optiques. Comme décrit plus haut, la paraffine éjecte énormément de ma-
tière pendant un temps très long. La matière éjectée se dépose sur les surfaces alentours
et plus particulièrement le verre de protection de l’objectif et les lentilles de collection des
spectromètres. Cette éjection de matière est particulière à la paraffine, les autres maté-
riaux analysés ne déposent pas autant de matière sur les optiques. Il est donc nécessaire
de nettoyer les optiques après chaque analyse de paraffine. Deux méthodes de nettoyage
sont mis en place. La première méthode s’effectue au début de la campagne d’expérience
et à la fin de chaque journée. Un nettoyage complet des optiques est fait. Ce nettoyage
consiste à démonter les lentilles des supports (eux-même retiré de l’instrument) puis à
nettoyer les lentilles. Ce nettoyage complet des optiques peut faire varier la focale. La
mesure de contrôle est à faire après chaque nettoyage complet afin de vérifier que le signal
soit toujours optimal. La seconde méthode consiste à nettoyer les lentilles sans les retirer
du support. En faisant cela, on évite de changer les focales et l’on a moins de risque d’en-
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(a)

Figure 5.2 – (a) Exemple de spectre obtenu pendant la mesure de contrôle. (b) Graphique
représentant l’intensité de l’aluminium en fonction des mesures effectués. L’intensité de
l’Aluminium est comparée à la valeur du signal optimal sur notre instrument avec un
intervalle de confiance de 10%.

112



5.4. Signal LIBS des éléments exogènes

dommager les optiques. Cette méthode de nettoyage doit être réalisée entre deux analyses
de tissus inclus en paraffine. Il a été vérifié au préalable que cela n’impactait pas le signal
avant de décider de ne pas faire une analyse de contrôle après cette méthode de nettoyage.
Après chaque analyse de tissus biologiques inclus en paraffine, le film protecteur de l’ob-
jectif est changé. En le changeant après chaque analyse, on garantit une énergie du laser
similaire pour chaque analyse (pas de perte lié à l’absorption par la paraffine déposée sur
le film protecteur).

Ce protocole permet à n’importe quel opérateur formé sur l’instrument de pouvoir
réaliser les analyses sans qu’il n’y ait de changement de résultat d’un opérateur à l’autre.
Il permet de s’assurer de la bonne qualité des mesures effectuées lors d’une campagne
d’analyses. Ceci est d’autant plus valable que notre étude clinique comporte un grand
nombre d’échantillon.

5.4 Signal LIBS des éléments exogènes
Dans cette étude clinique MEDICO-LIBS, on cherche à établir un lien entre la concen-

tration des éléments et les pathologies. Pour cela, le signal LIBS pour chaque élément
exogène est calculé pour chaque bloc. Les résultats de chaque bloc sont ensuite comparés
puis les interprétations des résultats seront effectuées par les cliniciens.

Les cartographies de tous les blocs analysés sont extraites. La méthodologie d’extrac-
tion utilisée est celle expliquée dans la partie 4.2 du Chapitre 4. Pour chaque bloc, on
extrait 17 cartographies qui correspondent aux 17 éléments recensés dans le Tableau 4.2.
Le nombre important de cartographie pour lequel il faut comptabiliser les pixels nécessite
une méthodologie pertinente, répétable et rapide. En effet, chaque comptage doit pouvoir
être refait plusieurs fois et par différents opérateurs sans que cela ait un impact sur le
résultat. Un nouveau logiciel est développé pour répondre à notre problématique. Il se
base sur la méthodologie précédemment décrite dans la partie 4.3.1. Son fonctionnement
est expliqué en détail dans les paragraphes suivants.

On utilise dans un premier temps la cartographie d’un élément représentatif de la
structure du tissu. Pour tous les comptages de l’étude clinique, l’élément sélectionné est
le phosphore. A l’aide du phosphore, on définit le masque contour du tissu analysé et
on en déduit sa surface. Pour générer le masque, on applique un filtre gaussien de 1,5
pixels sur la cartographie. Ce filtre permet de lisser le signal sur toute la surface du tissu.
Pour générer le masque, tous les pixels supérieurs à un seuil d’intensité fixé sont pris en
compte. Ce seuil permet de prendre les intensités supérieurs à 3 fois la LOD (limite de
détection) mais aussi d’ajuster le contour à la partie visible du tissu. Sans ce filtre, on
se retrouverait avec un masque présentant des trous dans des zones contenant pourtant
du tissu. En effet, le signal variant d’un pixel à l’autre, il est possible que l’intensité du
phosphore soit inférieure au seuil calculé et cela se traduit par un "trou" dans le masque.
Le seuil est calculé sur une partie de la cartographie sans tissu. On calcule l’intensité
moyenne du bruit de fond et le seuil correspond à trois fois l’intensité du bruit.
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L’option "external edge" est ajouté afin de pouvoir prendre en compte ou non les
trous présents au sein des tissus. En effet, les tissus pulmonaires étant hétérogènes, ils
présentent souvent des trous. Dans cette étude, les trous au sein de notre tissu sont pris
en compte dans le masque. Une fois le masque défini, le contour du tissu est dessiné et la
surface du tissu calculée.

Les tissus pulmonaires présentent régulièrement des zones calcifiées dans le cas des
maladies pulmonaires idiopathiques. Le tissu se durcit lors de la calcification. Son analyse
LIBS peut générer des signaux artificiellement plus intenses (ablation meilleure car tissu
plus rigide) et créer des aberrations de signal dans les cartographies. On identifie ces zones
de calcification à l’aide de l’image du calcium sur lequel on applique un seuil élevé. Les
pixels possédant une intensité supérieure à ce seuil ne sont pas pris en compte pour la
suite du traitement des données et ce pour tous les autres éléments.

L’interface du logiciel permettant d’ajuster le masque du tissu est présentée sur la
Figure 5.3. Les paramètres d’analyse sont rappelés sur la gauche de l’interface. L’image
de l’élément représentant le tissu avec le contour calculé est affiché au centre. La surface
calculée ainsi que le masque du tissu sont affichés sur la partie droite de l’interface.

Figure 5.3 – Capture écran de l’interface de configuration du masque du logiciel de
comptage.

Les prochaines étapes consistent à extraire les images liées aux éléments endogènes
puis à calculer le signal LIBS des éléments exogènes détectés. Pour cela, une présélection
des raies des éléments endogènes et exogènes est réalisée afin de leur appliquer le bon
traitement de donnée. N’ayant pas besoin de déterminer le signal LIBS des éléments
endogènes (contrairement aux éléments exogènes), le traitement des données est différent
selon la nature de l’élément (endogène ou exogène).
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Tous les paramètres et sélections de raies selon leur nature (endogène ou exogène) sont
fait au lancement du logiciel. La Figure 5.4 est une capture écran de la page de lance-
ment du logiciel. Dans la partie gauche du logiciel, on retrouve les encadrés permettant
de sélectionner des raies afin de définir les éléments endogènes, les éléments exogènes,
l’élément pour générer le masque et l’élément pour définir les zones de calcification. Sur
la partie droite du logiciel se trouve les paramètres nécessaires à la première étape de la
méthodologie de comptage.

Figure 5.4 – Capture écran de la page de lancement du logiciel de comptage.

La seconde étape consiste à extraire les images des éléments endogènes. Les images
extraites n’ont pas de traitement d’image même si le logiciel en donne la possibilité. Il n’y
a pas de lissage ou de seuil appliqué. L’information récupérée sur ces images est la somme
des intensités de la raie d’émission de l’élément en excluant le signal présent dans les zones
calcifiées (s’il y a calcification). Les sommes des intensités sont calculées pour l’intérieur
du tissu mais aussi pour les zones de paraffine seule. En effet, si le signal des éléments est
important dans ces zones, cela signifie qu’il y a eu contamination et que l’analyse LIBS
est à refaire après découpe du bloc.

La dernière étape consiste à traiter les cartographies des éléments exogènes. Aucun
lissage n’est appliqué aux cartographies. Pour chaque élément, on comptabilise le nombre
de pixels présents au sein du tissu et au sein de la paraffine. On récupère aussi le signal
sommé (de la même façon que dans la méthodologie de comptage de nanoparticules de
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titane) présent dans le tissu ainsi que dans la paraffine. Pour obtenir le signal de l’élément
(la somme des intensités de la raie), on calcule préalablement le bruit de fond sur un
spectre. La fenêtre spectrale utilisée sur le spectre pour calculer le bruit de fond est la
même fenêtre spectrale utilisée afin d’extraire le signal lors de la création des cartographies
(comme expliqué dans la partie extraction §4.2). Le signal qui est sommé a une intensité
supérieure à trois fois le bruit de fond calculé (soit 3 fois la LOD que l’on note ici 3σ) et
sont calculés pour tous les pixels à l’intérieur du tissu mais aussi dans la paraffine seule.
Les valeurs trouvées dans la paraffine permettent de déterminer s’il y a eu contamination
du bloc avant analyse ou non. A l’aide du logiciel, on peut observer les spectres associés
aux intensités les plus faibles prises en comptes dans le calcul. En affichant ces spectres,
on vérifie que le signal correspondant à notre raie d’émission est bien présent.

Un autre paramètre permet de calculer la précision de notre mesure. En effet, chaque
élément a une sensibilité et une répétabilité dépendante des conditions d’analyse LIBS
mais aussi du matériau dans lequel il se trouve. De plus, le bruit de fond est plus ou moins
intense et fluctuant selon le matériau analysé. Dans le cas de la paraffine, le bruit de fond
est très fluctuant et présente une intensité moyenne importante. Pour évaluer la précision,
en premier lieu, nous calculons les sommes des intensités pour des valeurs de 3σ± σ (soit
3 fois la LOD). Pour rappel, la somme du signal calculée additionne les intensités de
l’élément ciblé supérieures à 3σ et que l’on note ici ΣSignalmoy. On calcule la somme du
signal supérieure à 2σ notée ΣSignal1. On obtient la somme du signal supérieure à 4σ
que l’on note ΣSignal2. La précision de la mesure est calculée selon l’équation suivante :

Précision % =
ΣSignal2 − ΣSignal1

ΣSignalmoy

× 100 (5.1)

Grâce à ce calcul, on mesure la variation du signal LIBS sommé entre deux seuils de
détection (2 fois la LOD et 4 fois la LOD). Plus le calcul donne un pourcentage proche
de zéro, plus les valeurs des signaux sommées sont fiables. En effet, un pourcentage faible
signifie que notre écart-type (σ) est faible et par conséquent, les signaux LIBS sommés
pour les deux bornes (2σ et 4σ) ne sont pas très éloignés que la somme obtenue pour 3σ.
Sur la Figure 5.5, on explique le fonctionnement du calcul de la précision de la mesure.

Une capture d’écran du logiciel pour la partie comptage de pixels est montrée dans la
Figure 5.6.

Au fur et à mesure que l’on avance dans les étapes, le logiciel enregistre dans un fichier
au format texte toutes les informations pertinentes. On retrouve notamment la surface
du tissu, le signal moyen des éléments endogènes, le nombre de pixels comptés ainsi que
le signal sommé des éléments exogènes. Plusieurs images sont enregistrées par le logiciel :

— L’image binaire du masque et du contour du tissu.

— L’image de chaque élément endogène avec le contour et le LUT appliqué.

— L’image brute de chaque élément exogène sans masque appliqué.

— L’image de chaque élément exogène avec masque, LUT et contour appliqué.
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Le nom de chaque élément est noté sur chaque image associée à l’élément.

Figure 5.5 – Fonctionnement du calcul de précision de la mesure.

Figure 5.6 – Capture d’écran de l’interface de comptage du logiciel de comptage de
particule.

Ce logiciel permet d’obtenir les résultats d’un échantillon non dépendant de l’opéra-
teur. Cela signifie qu’il est possible d’extraire le signal d’un très grand nombre d’échan-
tillons sans qu’il y ait de biais ou des problèmes de répétabilités quel que soit l’opérateur
qui extrait le signal LIBS. De plus, la possibilité d’évaluer la précision de la mesure per-
met de s’assurer que la valeur de signal obtenue est fiable ou non. Chaque paramètre
étant obtenu par calcul et non pas défini manuellement, on obtient une mesure fiable et
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automatique. Grâce à ce logiciel, il est possible de l’utiliser en routine de façon fiable et
par des opérateurs différents sans problème de biais.

5.5 Évaluation analytique

5.5.1 Représentation spectrale

Sur l’ensemble des deux études, environ 80 millions de spectres sont produits suites
aux analyses LIBS. Ce nombre conséquent de spectres ne permet pas de les représenter
et les détailler dans ce manuscrit. Nous avons choisi de présenter dans cette section des
spectres monotirs représentatifs des différents cas auxquels nous avons fait face lors des
analyses des spectres LIBS. Les différents cas que l’on peut rencontrer sont les suivants : le
tissu, le tissu avec éléments exogènes, le tissu avec un élément exogène faiblement présent
et le tissu calcifié.

Le tissu présente un spectre épuré en terme de raie d’émission. Quatre spectres mo-
notirs, deux spectres sur la gamme spectrale 247-336nm et deux spectres sur la gamme
spectrale 190-236 nm, sont représentés sur la Figure 5.7.

Figure 5.7 – Spectres monotirs provenant du tissu seul inclus en paraffine. (a) et (c)
spectres obtenus sur la gamme 190-237 nm. (b) et (d) spectres obtenus sur la gamme
247-336 nm.

Le signal du tissu inclus en paraffine est généralement très bruité avec un continuum
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important. On retrouve essentiellement du phosphore, du sodium, du magnésium mais
aussi en plus faible présence du zinc et du calcium. Pour ces éléments, nous utilisons les
raies suivantes pour extraire les cartographies : phosphore 213,6 nm/ 214,9 nm ; sodium
330,2 nm ; magnésium 285,2 nm ; calcium 317,9 nm et zinc 206,2 nm.

Lors des analyses de tissus pulmonaires, même les tissus dit "références" possèdent
des particules exogènes. Quatre exemples de spectres avec des raies d’émissions caracté-
ristiques des tissus avec éléments exogènes sont représentés en Figure 5.8.

Figure 5.8 – Spectres caractéristiques de la présence d’éléments exogènes au sein du tissu
pulmonaire. (a) Présence de Ti et Si. (b) Présence de Si, Al et Ti. (c) Présence de Cu, Si
et Al. (d) Présence de Cr.

Parmi ces éléments, nous trouvons aussi le fer qui peut être soit endogène (présence
liée aux vaisseaux sanguins) soit exogène (expositions, outils chirurgicaux, etc.). La raie
utilisée pour extraire son intensité est la raie atomique à 302.1 nm. Pour les autres éléments
exogènes, nous utilisons les raies suivantes :

— Si : 288,1 nm

— Al : 309,2 nm

— Ti : 323,5 nm

— Cr : 283,5 nm

— Cu : 327,3 nm
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Les tissus pulmonaires peuvent présenter des traces de calcification lors de certaines
pathologies. Cette calcification induit un signal avec des intensités beaucoup plus impor-
tantes comme l’atteste le spectre de la Figure 5.9.

Figure 5.9 – Spectre caractéristique de tissu calcifié.

Pour extraire le signal de cet élément (Ca), nous utilisons la raie à 317.9 nm. Cette
raie atomique est moins souvent saturée malgré la calcification du tissu. Nous détaillerons
plus en détail ce phénomène dans le paragraphe §5.5.3.

Pour finir, certains éléments exogènes sont très faiblement présents (sous forme de
trace). Deux exemples de spectres avec deux éléments traces (Zr et Sn) sont représentés
en Figure 5.10.

(a) (b)

Figure 5.10 – Spectres caractéristiques de tissu avec des éléments exogènes sous forme
de trace. (a) Présence de zirconium (Zr). (b) Présence d’étain (Sn).

Outre le zirconium (raie à 257.1 nm) et l’étain (326.2 nm), nous cherchons aussi à
détecter la présence de nickel (305.08 nm), d’argent (328.06 nm) ou de tungstène (268.1
nm). Cependant, ces éléments sont très facilement soumis à des interférences spectrales
et empêchent une extraction optimale du signal. Ces éléments ne sont donc pas pris en
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compte dans l’étude clinique initiée mais peuvent être à rechercher lors des demandes
spécifiques des cliniciens pour certains blocs de patients.

5.5.2 Répétabilité des analyses

La représentation du tissu est réalisée à l’aide des cartographies de phosphore. C’est
un élément présent dans toutes les cellules, notamment dans l’ADN et les membranes
cellulaires. Grâce à sa présence dans toutes les cellules, cela nous permet d’utiliser cet
élément pour représenter le tissu à l’aide des cartographies LIBS. Suite à l’analyse d’un
nombre conséquent d’échantillons, la question de la reproductibilité se pose notamment
si l’on souhaite comparer les tissus entre eux. Pour cela, nous pouvons nous demander si
le signal du phosphore varie entre deux échantillons (de patients différents ou non) et si
oui, cela est-il dû à l’analyse, l’échantillon ou la préparation de celui-ci ?

Pour répondre à ces questions, dix images élémentaires du phosphore sont représentées
sur la Figure 5.11. Ces dix images possèdent la même échelle d’intensité afin de pouvoir
mettre en avant la variation d’intensité du phosphore entre les échantillons.

Figure 5.11 – Images élémentaires du phosphore pour sept échantillons de tissus pulmo-
naires.

De la même façon, on a calculé le signal moyen du phosphore dans le tissu rapporté à
la surface. Les valeurs sont reportés dans le tableau 5.2.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Signal moyen (coups/cm2) 1869 1221 1689 1903 1037 1348 1441

Table 5.2 – Signal moyen du phosphore pour sept échantillons de tissus pulmonaires
rapporté à la surface.

Comme on peut le constater sur la figure ou sur les valeurs du signal, il existe une
variation de signal entre les échantillons (écart-type de nos exemple σ = 330) mais on
constate aussi une légère variation au sein de l’échantillon lui même.
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Ces variations peuvent s’expliquer en grande partie par la préparation du bloc. En effet,
comme précisé dans la section §5.3, la préparation du bloc peut influencer la mesure. La
découpe peut générer des creux et des bosses au niveau de la surface et peut également
déposer une fine couche de paraffine sur le tissu ce qui influencera la mesure. De la même
manière, si le bloc a longtemps été conservé avant les analyses, la conservation peut
dégrader la surface et il peut y avoir une migration de la paraffine sur la surface du tissu.
Également, une mauvaise inclusion peut poser problème (mauvaise imprégnation de la
paraffine dans le tissu, bulle d’air, etc.).

Malgré tous ces paramètres qui peuvent influencer la mesure, le signal du phosphore
reste homogène sur toute la surface et sans grande variation d’un échantillon à l’autre.
Cette reproductibilité permet d’utiliser le signal du phosphore comme indicateur pour
valider ou non une analyse et ainsi vérifier que tout s’est bien déroulé tant sur la mesure
LIBS que sur la préparation.

5.5.3 Cas des calcifications

Lors de l’analyse de tissu pulmonaire "malade", le tissu présente régulièrement des
zones calcifiées. Ces zones calcifiées durcissent le tissu ce qui a pour effet d’optimiser
l’analyse LIBS. En effet, nous avons montré dans le chapitre 3 que les matériaux durs
permettaient d’obtenir un signal LIBS plus intense et une meilleure ablation que pour les
matériaux mous. Lors du durcissement du tissu, nous améliorons donc l’ablation du tissu
ainsi que le signal LIBS. Ces phénomènes se traduisent par un signal saturé et créé des
artefacts dans l’extraction des autres éléments comme on peut le voir sur la Figure 5.12.

(a) (b)

Figure 5.12 – (a) Images élémentaires du calcium et du phosphore montrant un tissu
pulmonaire calcifié. (b) Spectres montrant différents niveaux de saturation du signal du
calcium.

On voit sur les zones présentant un fort signal de calcium que le signal du phosphore
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est lui aussi amplifié.

Les paramètres des caméras sont optimisés afin de pouvoir détecter les éléments sous
forme de traces dans les tissus or, lors de la calcification, le signal LIBS est beaucoup plus
intense. Ce signal intensifié induit une saturation du signal pour le calcium et un signal
artificiellement intensifié des autres éléments. En effet, lorsque l’on observe les spectres
de la Figure 5.12(b), on constate que le signal augmente pour tous les éléments même les
éléments endogènes avec un signal homogène tel que le phosphore.

Pour ces raisons, le signal compris dans les zones calcifiées n’est pas pris en compte
et donc supprimé des traitements de détection. De cette façon, nous nous assurons de ne
pas surestimer les valeurs obtenues lors de la mesure du signal pour les éléments exogènes
(selon la méthode mis en place dans la partie §5.4). Les zones calcifiées du tissu sont
faciles à analyser contrairement au tissu "normal". De plus, il est beaucoup plus aisé
d’obtenir la composition des phases calcaires (Ca, Mg, P, Fe, etc.) ce qui peut être une
perspective d’avancement dans le traitement des données et le diagnostique des maladies
pulmonaires présentant des calcifications des tissus. En effet, il pourrait être intéressant,
malgré les phénomènes de saturation, de caractériser les phases calcaires des tissus avec
l’aide d’outils statistiques tels que la PCA (analyse en composante principale) ou l’IA
(intelligence artificielle). On pourrait à terme rechercher des possibles corrélations entre
les maladies pulmonaires et certaines phases calcaires.

5.5.4 Discussion sur les éléments endogènes (autres que le
phosphore)

Nous allons discuter dans cette section de plusieurs points concernant les éléments
endogènes, en particulier le magnésium, le sodium, le fer et le zinc.

Lors de la fixation des tissus en paraffine, il a été montré qu’une possible migration des
éléments légers tels que le magnésium et le sodium se faisait (au sein de l’échantillon mais
aussi en dehors du tissu) [167]. Cette migration ne nous permet pas d’utiliser ces éléments
pour caractériser le tissu même s’ils sont facilement détectable en LIBS. Cette migration
se traduit souvent par une différence de signal notable entre échantillon. Pour illustrer ce
phénomène, on a représenté des images élémentaires du sodium et du magnésium sur la
Figure 5.13. Pour un même élément, les intensités ont été normalisées.

De ce fait, on constate bien une différence d’intensité d’un échantillon à l’autre. De
plus, on remarque que le signal n’est pas distribué de façon homogène dans les tissus
contrairement au phosphore. Le magnésium et le sodium sont des éléments ayant une
distribution et une concentration plutôt homogène quand ils sont analysés directement
depuis des tissus frais d’un même organe (sans préparation). Or cette migration ne permet
pas de ce servir de ces éléments comme marqueur tissulaire pour comparer des échantillons
entre eux.

123



CHAPITRE 5. ÉTUDE PROSPECTIVE

Figure 5.13 – Images élémentaires du sodium et du magnésium pour 4 échantillons de
tissus pulmonaires.

Certains éléments endogènes peuvent aussi être exogènes. C’est le cas du zinc et du
fer. Le zinc est présent naturellement dans les cellules à faible concentration (0,02 g/l [168,
169]) mais il est possible qu’il soit présent suite à des expositions (par exemple travail
dans la galvanisation). Un exemple d’images élémentaires du zinc est montré en Figure
5.14.

Figure 5.14 – Images élémentaires du zinc pour 4 échantillons de tissus pulmonaires
sains.

Dans la plupart de nos analyses, le zinc se trouve plus souvent sous forme de pixels
isolés, ce qui ne permet pas de déterminer si ce sont des pixels liés à une présence endogène
ou exogène.

Un autre élément peut être considéré comme élément exogène ou endogène : le fer. Le
fer est intéressant car il permet de nous renseigner sur la position des vaisseaux dans le
tissu. Il peut être présent suite à des expositions telle que des particules d’acier mais peut
aussi être lié, lors de la biopsie, à des dépôts par les instruments chirurgicaux ou le sang
environnant. Les images élémentaires de trois échantillons mettent en avant la présence
du fer dans le tissu pulmonaire (Figure 5.15).
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Figure 5.15 – Images élémentaires du fer pour 3 échantillons de tissus pulmonaires.

Que ce soit pour le zinc ou le fer, il ne nous est pas possible aujourd’hui de déterminer
si la présence de ces éléments est naturelle ou extérieure. Nous n’avons pas les outils
aujourd’hui nous permettant de distinguer la nature des particules. Une des stratégies
mises en place est d’utiliser un autre élément exogène généralement associé à l’élément
ambivalent. Dans le cas du fer, le chrome est un bon élément pour pouvoir distinguer
les particules de fer exogène du fer endogène. En effet, beaucoup d’alliage de fer sont
composés de chrome (à différentes teneurs) telles que les aciers inoxydables.

5.5.5 Discussion sur les éléments exogènes

La majorité des éléments exogènes détectés se présente sous forme de pixels isolés. De
plus, les particules analysées sont souvent de nature métallique 2 et lors de leur analyse, il
arrive que le signal soit saturé. Des exemples sont illustrés sur la Figure 5.16. Le premier
exemple montre la présence sous forme de pixel isolée de zirconium. Le second exemple la
présence de titane dans le tissu et le dernier exemple montre la présence de pixels isolés
de fer. Sur les spectres associés aux images élémentaires, on constate que les éléments
émettent un signal qui peut saturer (Figures 5.16(d) et 5.16(f)) mais aussi que, les raies
d’émission étant nombreuses, cela peut induire des interférences (par exemple le titane
interfère le cuivre).

Avec l’imagerie LIBS, il n’est pas possible de connaître la taille des particules. Cepen-
dant, à l’aide de l’analyse conjointe de l’histologie et de la microscopie électronique, on
a montré que la majorité des particules détectées étaient de tailles nanométrique (non
détecté en microscopie optique). On peut supposer dans ce cas que le signal collecté est
proportionnel à la concentration de la particule dans la partie ablatée (une particule na-
nométrique est totalement vaporisée contrairement à une particule micrométrique). Le
signal LIBS mesuré, dans le cas des éléments exogènes sous forme de pixels isolés, est
donc considéré comme le signal des particules entières et donc représentatif de la masse
de l’élément dans le tissu.

2. Composés d’éléments de la famille des métaux de transition et des métaux pauvres.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figure 5.16 – (a) Image multi-élémentaire du phosphore et du zirconium ainsi qu’un
agrandissement sur une zone possédant des pixels de zirconium. (b) Spectre associé au
pixel entouré dans l’agrandissement.(c) Image multi-élémentaire du phosphore et du titane
ainsi qu’un agrandissement sur une zone possédant des pixels de titane. (d) Spectre associé
au pixel entouré dans l’agrandissement. Un début de saturation est présent sur les raies
d’émission du titane. (e) Image multi-élémentaire du phosphore et du fer ainsi qu’un
agrandissement sur une zone possédant des pixels du fer. (f) Spectre associé au pixel
entouré dans l’agrandissement. Il présente une forte saturation du signal.
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Lors de l’analyse, il arrive parfois que des particules soient éjectées sur les zones alen-
tours. Il arrive également qu’on détecte ces éléments dans les zones sans tissus (dans notre
cas la paraffine). Pour ces raisons, nous avons choisi de calculer le signal cumulé dans le
tissu avec notre méthode d’extraction mais aussi dans la paraffine. On a représenté dans
la Figure 5.17, les signaux cumulés LIBS dans le tissu et dans la paraffine pour trois
éléments exogènes (titane, silicium et zirconium) et ceux pour tous les échantillons de la
biobanque. Ces résultats montrent une dépendance entre le signal récupéré dans le tissu
et celui obtenu dans la paraffine. En effet, on constate que les signaux cumulés les plus
élevés dans le tissu étaient liés aux signaux les plus élevés dans la paraffine.

(a) (b)

(c)

Figure 5.17 – Graphiques représentant la corrélation entre le signal LIBS d’un élément
dans le tissu et le signal LIBS de ce même élément dans la paraffine. Corrélation faite
pour tous les échantillons de la biobanque. Un point correspond à un échantillon. (a)
Graphique obtenu pour le titane. (b) Graphique obtenu pour le silicium. (c) Graphique
obtenu pour le zirconium.

Dans le Tableau 5.3, des valeurs du signal titane obtenu dans la paraffine et dans le
tissu sont données à titre d’exemple pour 8 échantillons.

Cependant ce re-dépôt reste négligeable comme peut l’attester la Figure 5.18.
Comme on peut le voir, le nombre de pixel d’un élément exogène a proximité du tissu

reste très faible. De plus, l’intensité du signal des pixels liés au re-dépôt est généralement
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Échantillons Signal Ti tissu Signal Ti paraffine
1 12440000 276000
2 30550000 112700
3 2101000 289400
4 2074000 16650
5 2562000 118800
6 3448000 81950
7 2523000 155200
8 1326000 58700

Table 5.3 – Signal LIBS cumulé pour le titane dans le tissu et dans la paraffine seule
pour 8 échantillons.

Figure 5.18 – Image multi-élémentaire du phosphore et du titane montrant un re-dépôt
du titane. En rouge est représenté le phosphore (structure du tissu) et en vert le titane
(élément exogène). Dans la partie agrandie, des pixels de titane de faible intensité (vert
clair) sont détectés en dehors du tissu (pixels rouges).
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très faible. Pour ces deux raisons, nous ne prenons pas en compte cette effet de re-dépôt.

5.5.6 Possibles contaminations

Dans certains échantillons, on retrouve une contamination du bloc de paraffine. Cela
se traduit par une détection importante du signal d’un élément exogène, souvent l’alumi-
nium, dans la paraffine. Cette contamination a été retrouvée notamment dans les échan-
tillons références. Deux exemples illustrent la contamination du bloc par l’aluminium en
Figure 5.19. On remarque qu’il y a un nombre important d’aluminium en dehors du tissu
et sur les bords du bloc. La faible quantité de pixels d’aluminium dans le tissu permet de
confirmer l’hypothèse de la contamination au lieu d’un possible re-dépôt (quantité trop
faible au sein du tissu pour un re-dépôt).

(a) (b)

Figure 5.19 – Exemple de deux contaminations de blocs de tissu inclus en paraffine par
l’aluminium. En rouge, nous avons la biodistribution du phosphore (structure du tissu) et
en vert l’aluminium (élément exogène). Sur les deux image multi-élémentaire, on constate
la présence d’aluminium en dehors du tissu (pixels verts en dehors du tissu notamment
sur les bords extérieurs de l’image).

La raison de cette contamination n’est pas encore connue à l’heure actuelle. Aujour-
d’hui, la solution permettant de limiter ces contaminations extérieures lors du transport
consiste à enrouler les échantillons dans du papier aluminium. Plusieurs méthodes ont été
essayées auparavant et notre choix s’est porté sur le papier d’aluminium car il limite au
maximum les contaminations.

En conclusion, il est important de détecter la possible présence des éléments exogènes
en dehors du tissu. Nous pouvons alors considérer ce signal comme une figure de mérite
sur le bon déroulement de l’analyse et de la préparation de l’échantillon. De plus, si
l’on trouve un signal trop important dans la paraffine, le résultat final n’est pas pris en
compte à cause de la contamination. On renverra au corps médical l’échantillon pour que
la surface soit rafraîchie (on retire la partie contaminée par microtome) afin de l’analyser
de nouveau.
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5.5.7 Discussion sur la normalisation du signal

Lors de l’extraction des cartographies et plus particulièrement lors du développement
des méthodologies de comptage, il a été suggéré de normaliser les cartographies. Pour cette
normalisation, nous avons pensé à normaliser les cartographies des éléments exogènes par
la cartographie du phosphore. En effet, le phosphore, représentant la structure du tissu
et homogène dans le tissu, est le meilleur candidat.

Comme présenté dans le Chapitre 2, les tissus biologiques, et plus particulièrement les
tissus pulmonaires, sont hétérogènes. Cette hétérogénéité est liée à leur structure (présence
de trous) et à la distribution des éléments au sein des cellules. Par ailleurs, même si nous
avons montré que le phosphore était distribué de façon homogène dans le tissu, celui-
ci ne l’est pas totalement. De plus, il est possible que des particules exogènes soient
extracellulaires. A l’aide de la Figure 5.20, on a représenté un tissu pulmonaire avec
la présence de pixels de silicium en colocalisation avec le phosphore (cercle b) et sans
colocalisation du phosphore (cercle a).

Figure 5.20 – Exemple de tissu pulmonaire présentant des particules exogènes en colo-
calisation avec le phosphore (cercle b) et sans colocalisation du phosphore (cercle a). En
rouge, nous avons la biodistribution du phosphore (structure du tissu) et en vert le silicium
(élément exogène). Les pixels jaunes correspondent à une colocalisation du phosphore et
du silicium.

Le phosphore est présent au sein des cellules. Si une particule est extracellulaire, si
nous normalisons son signal par le phosphore (qui n’est alors pas présent car nous sommes
en dehors de la cellule), nous nous retrouvons à diviser le signal par 0. Pour cette raison,
nous avons choisi de ne pas normaliser nos signaux.

La normalisation est généralement utilisée lorsque l’on souhaite faire des analyses quan-
titatives [170, 171] pour un élément connu dans des matrices hétérogènes. Dans notre cas,
nous souhaitons récupérer une information sur la biodistribution ainsi que l’information
de l’intensité du signal des éléments exogènes sous forme variée (nanoparticules, solutés
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ioniques...) sans vouloir obtenir de valeurs quantitatives.
A terme, si l’on souhaite obtenir des analyses quantitatives, il sera peut-être néces-

saire de normaliser mais par d’autres moyens (le continuum, un élément en concentration
connu ajouté au préalable, etc.). La méthodologie de comptage du signal ne permet pas
aujourd’hui d’utiliser la normalisation par le phosphore.

5.6 Exemple de cas cliniques
Une première application de la méthode de comptage a été réalisée sur des cas médi-

caux. Deux patients suivis au CHU de Grenoble par le professeur et praticien hospitalier
Vincent Bonneterre (Médecine et Santé au Travail) sont présentés.

Le premier cas est une femme de 59 ans. La patiente a été suivie pour maladie idio-
pathique : emphysème et BPCO (bronchopneumopathie chronique obstructive). Pendant
plusieurs années, elle a été au contact de plusieurs contaminants aériens notamment le
silicium (sablage d’objets) et aluminium (meulage et fraisage d’objets en aluminium et
en acier). Elle a dû être transplantée des deux poumons en 2016 suite à sa maladie. Dans
son cas, l’analyse histopathologique n’était pas concluante (Figure 5.21 HES). Différentes
méthodes de diagnostic ont été utilisées sans donner de résultats probants de contami-
nation. Une analyse par imagerie LIBS a été effectuée afin de voir s’il était possible de
détecter des éléments exogènes.

Figure 5.21 – En haut à gauche se trouve la coupe HES du tissu pulmonaire. Les images
élémentaires des éléments endogènes (Mg, Na, Ca, Fe) et exogènes (Si, Al, Ti) trouvés en
abondance ont été représentées.

L’analyse LIBS a été réalisée avec une résolution de 40 μm et une énergie de 3 mJ.
La surface analysée est de 562×710 pixels soit 399020 pixels. Les paramètres des spectro-
mètres sont indiqués dans le tableau 5.4. Les gammes pour cette analyse ont été choisies
avant le choix des gammes pratiquées dans le §4.2.1.

On a ensuite extrait les images élémentaires des éléments détectés. Dans la Figure 5.21
sont représentés les éléments en quantité suffisamment importante pour être visible sur
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les images. Les autres éléments sont comptés mais non affichés. En effet, si le nombre de
pixels positifs est faible, ils ne sont pas visibles sur l’image élémentaire.

Spectromètre 1 Spectromètre 2
Délai 1 μs 1 μs
Porte 5 μs 5 μs
Gain 2000 2000

Fente d’entrée 35 μm 50 μm
Gamme spectrale 270-358 nm 400-468 nm

Réseau 600 l/mm 1200 l/mm

Table 5.4 – Paramètres d’acquisition des caméras pour la patiente 1.

Sur les images élémentaires, une forte présence d’éléments exogènes a été mise en
avant. On voit notamment une forte présence du silicium, de l’aluminium et du titane.
Ces éléments font partie de ceux auxquels la patiente a été exposée lors de ces différents
emplois. On a aussi détecté une forte concentration de calcium témoignant un début de
calcification des tissus. Le cuivre, le chrome ou le zirconium ont été détectés mais à très
faible concentration.

Sur la base de ces résultats sous forme d’image, une méthode graphique visuelle résu-
mant les abondances en éléments exogènes a été mise en place. Une illustration est donnée
sur la Figure 5.22. On affiche tout d’abord l’image HES. En effet, l’image HES (Figure
5.22(a)) associée au tissu est nécessaire pour les cliniciens afin de mieux comprendre la
biodistribution des éléments dans le tissu.

Figure 5.22 – (a) Image HES du tissu pulmonaire de la patiente. - (b) Image LIBS mul-
tiélémentaire. En rouge est représenté le Magnésium (élément endogène) représentatif de
la structure du tissu et en vert le Silicium (élément exogène). La couleur jaune représente
les pixels co-localisés des deux éléments. - (c) Graphique représentant le comptage des
particules exogènes au sein du tissu. En bleu est représenté la valeur référence utilisée
pour les tissus pulmonaires et en orange les valeurs de la patiente. Valeurs représentées
en échelle logarithmique.

Sur la Figure 5.22(b), une image multiélémentaire associe un élément endogène repré-
sentatif de la structure (ici le magnésium) à l’élément exogène avec la plus forte concen-
tration au sein du tissu (ici le silicium). Le graphique en toile d’araignée (Figure 5.22(b))
est ensuite affiché pour faire une correspondance entre les cartographies et le nombre de
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pixels positifs comptés. Sur le graphique est aussi indiqué les valeurs moyennes de pixels
positifs comptés de référence. Ces références sont des tissus pulmonaires post-mortem de
personnes sans maladies pulmonaires identifiées.

Ces résultats issus de l’imagerie élémentaire LIBS ont été reconnus pour la première
fois par un groupe d’experts mandaté par la sécurité sociale et ont permis la reclassifica-
tion du dossier en maladie professionnelle.

Le second cas présenté est un patient de 59 ans. Il est suivi pour cancer broncho-
pulmonaire type ADK. Il a dû subir une lobectomie (ablation d’un ou plusieurs lobes
pulmonaires). Il a connu un empoussièrement pulmonaire majeur avec suspicion pour
la silice, l’amiante et possiblement des poussières métalliques (carrière en fonderie no-
tamment en fonte aluminium). L’analyse histopathologique n’a pas permis de donner de
conclusion sur la composition de l’empoussièrement du poumon. Une analyse en imagerie
LIBS est réalisée afin de voir s’il est possible de faire la caractérisation chimique de ces
contaminants.

Le bloc a été analysé avec un pas de 40 μm et une énergie de 4,5 mJ. La surface analy-
sée est de 440×750 pixels soit 330000 pixels. Un flux d’argon ayant un débit de 1,20 l/min
est ajouté sur la zone d’ablation. Le faisceau laser est focalisé légèrement à l’intérieur
(Δz=-20μm). Les paramètres d’acquisition des caméras sont données dans le Tableau 5.5.
Le corps médical suspectant certains éléments exogènes, les gammes spectrales ont été
adaptées afin d’optimiser la détection de ces éléments. De plus, la gamme spectrale du
spectromètre 1 permet la détection d’un nombre important d’éléments exogènes métal-
liques (Cr, Ni, Ti, Al, etc) or ces éléments possèdent des raies d’émission beaucoup plus
intenses que les éléments endogènes. Pour ne pas abîmer les caméras à cause de signal
trop intense, il a été choisi de légèrement baisser le gain du détecteur.

Spectromètre 1 Spectromètre 2
Délai 1 μs 1 μs
Porte 5 μs 5 μs
Gain 1200 1500

Fente d’entrée 35 μm 50 μm
Gamme spectrale 260-348 nm 190-237 nm

Réseau 600 l/mm 1800 l/mm

Table 5.5 – Paramètres d’acquisition des caméras pour le second patient.

Après acquisition, les cartographies ont été extraites. Les images élémentaires pour
les éléments en quantité suffisamment importante sont montrées dans la Figure 5.23.
L’image HES du tissu analysé est jointe aux autres afin d’avoir un point de repère pour
les cliniciens.

On a mis en avant une surcharge en silicium, aluminium et titane. Le silicium confirme
l’exposition à la silice et à l’amiante. Les poussières métalliques sont potentiellement
composés majoritairement par de l’aluminium et du titane mais des traces de chrome, de
zinc et de cuivre ont aussi été détectées.
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Figure 5.23 – En haut à gauche se trouve l’image optique de la surface du bloc du tissu
pulmonaire. Les images élémentaires des éléments endogènes (P, Mg, Fe, Ca) et exogènes
(Si, Al, Ti) trouvés en abondance ont été représentées.

Afin de mettre en avant cette surcharge, un comptage des pixels des éléments exogènes
est effectué. Les valeurs sont comparées aux valeurs références et reportées sur le graphique
Figure 5.24.

(a) (b)

Figure 5.24 – (a) Image LIBS multiélémentaire. En rouge est représenté le phosphore
(élément endogène) représentatif de la structure du tissu et en vert le Silicium (élément
exogène). La couleur jaune représente les pixels co-localisés des deux éléments. (b) -
Graphique représentant le comptage des particules exogènes au sein du tissu. En bleu est
représenté la valeur référence des tissus pulmonaires et en orange les valeurs de la patiente.
Pour l’élément Zinc, il n’existe pas encore de valeur référence. Échelle logarithmique.

Chaque cas clinique nous a été adressé dans l’espoir d’obtenir des informations que
les techniques d’analyse standards n’ont pu fournir. Grâce à nos analyses LIBS, on a
pu mettre en avant une surcharge en éléments exogènes notamment pour le silicium,
l’aluminium et le titane dans les trois cas.

Pour chacun de ces cas, un rapport détaillé a été fait et transmis au médecin pour
compléter les dossiers des patients.
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Grâce à ces analyses, les cliniciens ont la possibilité aujourd’hui de caractériser des
particules de taille nanométrique mais aussi les localiser au sein du tissu. Nos analyses
aident aujourd’hui pour le diagnostic et ont permis à un patient de reclassifier son dossier
en maladie professionnelle. A terme, nous souhaitons développer l’imagerie LIBS afin
qu’elle devienne un outil de diagnostic reconnue par la sécurité sociale.

5.7 Résultats préliminaires de l’étude sur les valeurs
seuils

Nous souhaitons à terme définir des seuils "pathologiques" de pixels positifs d’éléments
exogènes dans le cas des maladies PID. Pour cela, nous avons développé et optimisé l’ima-
gerie LIBS pour l’analyse de tissu inclus en paraffine et défini un protocole qui permet
d’obtenir des analyses reproductibles, sensibles et avec une très bonne résolution spatiale.
De plus, une méthodologie de comptage de pixels positifs standardisée (indépendant de
l’opérateur) permet d’obtenir des valeurs fiables et reproductibles. Grâce à ces deux in-
novations, nous souhaitons créer une base de données de tissus références constituée de
59 blocs dans le but de définir les valeurs seuils "pathologiques" pour le cas des maladies
pulmonaires.

Les données des 59 échantillons références ont été extraites. Pour chaque échantillon, le
comptage des particules a été réalisé ainsi qu’une interprétation préliminaire des résultats.
On a appliqué notre nouvelle méthodologie de comptage aux échantillons références. On
a extrait le nombre de pixels détectés dans le tissu rapporté à la surface de tissu analysé
ainsi que le nombre de pixels détectés dans la paraffine rapportée à la surface de tissu
analysé. Le tableau que l’on extrait à la suite du comptage est montré en Annexe B.
Seules les valeurs de l’aluminium sont indiquées.

On constate que le nombre de pixels maximum compté est différents d’un élément
à l’autre. Le maximum pour le silicium est de 105074 alors que pour le titane il est de
42985. On remarque aussi qu’il y a une forte variation dans les valeurs comptées de pixels
pour un même élément. Si l’on prend en exemple l’Aluminium, le nombre de pixels est au
minimum de 157 et au maximum de 57312 pixels. Ces valeurs montrent que les expositions
aux éléments exogènes sont liées à chaque patient mais aussi que pour un lot d’échantillon
appartenant à un même patient (biopsies sur différents lobes du poumon), il est possible
d’avoir une accumulation de particules différente.

De plus, on observe une faible corrélation entre la quantité de pixels et l’âge du patient.
Le coefficient de corrélation a été calculé entre les éléments détectés et l’âge selon la
formule :

r =
Cov(X, Y )

σXσY

(5.2)

On obtient des valeurs de r comprises entre -0.13 et 0.14. Un coefficient positif signifie
que les deux paramètres évoluent dans le même sens (par exemple les deux paramètres
augmentent en même temps) alors qu’un coefficient négatif correspond à des évolutions
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inverses (un paramètre augmente quand le second diminue). Un coefficient de 0 signifie
qu’il n’y a aucune corrélation entre les deux paramètres mesurés. Dans notre cas, il existe
une très faible corrélation entre l’âge et le nombre de pixels compté dans les tissus. On
a vérifié s’il était possible d’avoir des corrélations entre les éléments. Le coefficient r a
été calculé entre tous les éléments ainsi qu’entre les éléments et l’âge et reporté dans le
Tableau 5.6.

On remarque que seule l’aluminium et le silicium ont une bonne corrélation avec un
r=0.681. On retrouve aussi une faible corrélation entre le zirconium et le silicium. En
ce qui concerne les autres éléments, ils ne présentent pas de corrélation entre eux. La
corrélation entre les éléments peut indiquer la présence de certaines molécules telle que
des aluminosilicates. On constate par ailleurs qu’il n’y a pas de corrélation entre l’âge du
patient et les éléments exogènes. Cette non-corrélation confirme que les expositions aux
éléments exogènes sont liées aux facteurs environnementaux et professionnels et non au
seul temps d’exposition.

r Al Si Ti Cr Cu Zr
Âge -0.131 0.006 0.144 0.144 0.039 0.048
Al 0.681 0.136 0.230 0.272 0.299
Si 0.366 0.359 0.218 0.423
Ti 0.325 -0.005 0.116
Cr -0.035 0.284
Cu 0.136

Table 5.6 – Coefficient de corrélation r pour les paramètres liés à l’âge et les éléments
exogènes détectés.

Les valeurs de pixels comptés ont pour but de définir des valeurs seuils pour les pa-
thologies pulmonaires idiopathiques. Ces valeurs sont déterminées par le corps médical
selon des méthodes statistiques adaptées. Pour l’estimation de valeurs seuils, ils calculent
le 95ème centile des valeurs obtenues ainsi que l’intervalle de confiance à 90%. Ce calcul
est réalisé pour chaque élément exogène. Les valeurs ont été obtenues à l’aide d’un code
développé sous le logiciel R.

Les valeurs trouvées pour chaque élément sont :

— Al : 35741 [22692 ; 44376]

— Si : 82264 [58043 ; 98779]

— Ti : 8996 [7539 ; 18102]

— Cr : 312,4 [157,5 ; 461,5]

— Cu : 194,5 [102,9 ; 219,5]

— Zr : 42 [22,4 ; 136,5]

Ces valeurs ont été calculées en utilisant les valeurs de tous les échantillons références
quelque soit la tranche d’âge ou les antécédents (profession, activités personnelles, etc).
Ils vont servir de seuils et de point de comparaison pour les valeurs qui seront obtenues
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après comptage des échantillons malades. L’intervalle de confiance montre une grande
variabilité du nombre de pixels positifs au sein des tissus. La méthodologie étant fiable,
cette variabilité est probablement dûe aux différentes expositions des poumons avant
biopsies.

Cependant, aujourd’hui, nous avons développé la méthodologie de comptage du signal
LIBS qui est plus pertinente puisqu’elle prend en compte l’intensité de la raie extraite
(pour rappel, l’intensité d’une raie d’émission est corrélée à la concentration de l’élément
dans la matière ablatée). Il faut donc établir, par la suite, les mêmes valeurs seuils à
partir des signaux LIBS obtenus pour chaque élément. Ces valeurs prendront en compte
l’intensité du signal et donc indirectement la concentration des éléments dans les tissus.

La prochaine étape dans ce travail consistera à comptabiliser le signal LIBS au sein des
tissus malades. Par la suite, on comparera les valeurs trouvées pour les tissus malades aux
valeurs seuils estimées par la méthode des 95ème centile. Les interprétations des résultats,
afin de trouver une relation entre les maladies PID et les éléments exogènes, seront ensuite
réalisées par le corps médical.

5.8 Résultats préliminaires de l’étude clinique
Les échantillons de patients provenant du CHU Grenoble Alpes ont été analysés et

les signaux LIBS ont été extraits. Dans un premier temps, j’ai extrait le signal LIBS des
six éléments exogènes ciblés (Al, Cu, Cr, Si, Ti et Zr) pour les 32 échantillons de l’étude
clinique. Une fois les valeurs extraites, j’ai calculé le signal LIBS moyen de chaque élément.
J’ai ensuite comparé ces valeurs aux signaux LIBS moyens obtenus avec les échantillons
de la biobanque (59 échantillons références). Ces résultats ont été mis sous forme de
graphique en Figure 5.25.

Sur le graphique, on remarque qu’il y a une augmentation du signal moyen pour
les éléments exogènes par rapport au signal moyen des références indiquant une forte
exposition à ceux-ci. Cette augmentation est significative pour l’aluminium et le cuivre.
Cependant, il n’y a pas de sens clinique à comparer des signaux LIBS moyens dans le cas de
patients malades. En effet, chaque patient a une exposition qui dépend de ses professions
et/ou de ses activités. Afin de comprendre le type d’exposition que le patient a pu avoir,
le clinicien établit une liste d’élément suspecté après avoir réalisé un interrogatoire. C’est
suite à cet interrogatoire et aux analyses (histopathologiques, imagerie LIBS, etc.) que le
médecin essaye d’établir un diagnostic.

Il est donc plus pertinent de comparer chaque échantillon indépendamment au signal
moyen des références plutôt que de moyenner les résultats de tous les échantillons malades.
Pour représenter ces variabilités entre les résultats de chaque patient, un exemple de
signaux LIBS pour cinq patients est représenté sur un graphique araignée en Figure 5.26.

On a normalisé le signal LIBS moyen de chaque élément exogène par le signal LIBS
moyen des références. En faisant cette normalisation, on rapporte tous les signaux moyens
des références à 1 pour tous les éléments.

Sur le graphique, on constate que chaque patient a un signal LIBS qui est différents des
autres patients. Par exemple, dans le cas du patient 2, on remarque qu’il a un signal moyen
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Figure 5.25 – Signal LIBS moyen extrait pour les échantillons malades du CHU Grenoble
Alpes comparés au signal moyen des échantillons références de la biobanque. Signaux LIBS
moyens calculés pour les 6 éléments suivants : Al, Cr, Cu, Si, Ti et Zr.

Figure 5.26 – Graphique araignée représentant le signal LIBS moyen de 5 patients com-
parés au signal LIBS moyen des références. Le signal LIBS extrait de chaque élément a
été normalisé par le signal LIBS moyen des références. Échelle en logarithme de 10.
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du cuivre supérieur de 4 ordres de grandeur par rapport aux références. Ces différences
confirment que chaque patient a une exposition qui lui est propre. Ces différences entre
chaque patient ne permettent pas aujourd’hui de travailler sur un signal LIBS moyen dans
le cas d’échantillons de patient.

Le travail de corrélation entre maladies pulmonaires idiopathiques et signal LIBS ne
pourra être effectué que par les cliniciens. En effet, il ne nous est pas possible avec les seuls
résultats LIBS de pouvoir établir des corrélations. Il faut prendre en compte des facteurs
qui sont connus par les cliniciens (par le biais de l’interrogatoire mais aussi l’analyse
histopathologique).

5.9 Conclusion
Durant ce chapitre, on a montré l’intérêt que suscite l’imagerie LIBS dans le milieu

médical par la création de la première étude clinique utilisant la LIBS comme outil de
diagnostic. Dans le but de comprendre et d’établir une corrélation entre le nombre de
pixels présents au sein du tissu et les maladies idiopathiques pulmonaires, on fait appel à
six hôpitaux français afin d’établir un large panel d’échantillons (une centaine à terme).

Nous avons montré que notre instrument était suffisamment mature pour analyser une
centaine d’échantillons avec une très bonne reproductibilité. Pour arriver à cette maturité,
il a fallu créer un protocole permettant de s’assurer que chaque analyse soit reproduite
dans les mêmes conditions. De plus, à l’aide d’un logiciel de traitement de données, nous
sommes capables d’évaluer un signal LIBS ainsi que la précision de cette valeur.

Nous avons discuté de l’inhomogénéité possible de l’analyse par imagerie LIBS pour
le domaine du biomédicale. L’hétérogénéité des échantillons suscite des questions concer-
nant la répétabilité des analyses. Nous avons discuté dans ce chapitre des différents points
analytiques pouvant être critiques. Nous avons montré que les analyses étaient essentiel-
lement dépendantes des échantillons (calcification, préparation, etc.) et que chaque point
est pris en compte dans l’analyse et le traitement des données (suppression des points
calcifiés, analyse du bloc refait si contamination, etc.).

Pour finir, les premiers résultats d’analyse de la biobanque ont permis de déterminer
des premiers seuils (nombre de pixels) pour les éléments exogènes. Grâce aux premiers
résultats des échantillons du CHU Grenobles Alpes, nous avons montré que, chaque patient
étant différent, l’interprétation des résultats doit être faite au cas par cas. De plus, la
corrélation entre maladies idiopathiques pulmonaires et éléments exogènes ne pourra être
réalisée que par les cliniciens.
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Conclusion et perspectives

Conclusion générale

Durant ces trois années de thèse, je me suis focalisée sur l’analyse par imagerie LIBS de
tissu pulmonaire inclus en paraffine. L’objectif était d’analyser les paramètres "matériaux"
spécifiques à la paraffine afin d’optimiser les procédures d’analyse et de traitement de
données dans le but d’améliorer les performances de la technique pour l’imagerie.

Au début de ma thèse, l’analyse de tissu biologique inclus en paraffine se faisait avec
un pas d’analyse de 60 μm. Grâce à un travail d’optimisation des paramètres d’acquisi-
tion liés à l’ablation laser ainsi qu’à la détection du rayonnement plasma, nous avons pu
améliorer la résolution en passant d’un minimum de 60 μm à 20 μm, soit une amélioration
d’un facteur 3. J’ai mis en avant les difficultés de travailler sur un matériau mou tel que la
paraffine. En effet, outre les diamètres des cratères largement supérieurs à ceux des ma-
tériaux donnant les meilleurs résultats en LIBS, les tissus inclus en paraffine ne donnent
pas lieu à un signal intense et qui émet suffisamment longtemps pour obtenir un bon ratio
signal sur bruit pour des énergies d’analyses couramment utilisés en imagerie LIBS. Le
travail a ainsi consisté à optimiser les conditions d’ablation (énergie, focalisation), de dé-
tection (en particulier temporelle) pour satisfaire les deux besoins contradictoires : petite
taille de cratère - meilleur rapport signal sur bruit.

Une fois l’analyse optimisée que ce soit pour l’ablation ou pour l’acquisition du si-
gnal, on a amélioré le traitement des données et notamment on a développé des nouvelles
méthodologies de détection des particules. L’optimisation des gammes spectrales permet
aujourd’hui la détection d’un maximum d’éléments simultanément. Jusqu’à présent, on
fournissait des images élémentaires ou multiélémentaires de la biodistribution des élé-
ments exogènes. Deux méthodologies de détection de particules au sein des tissus ont
été développées afin d’obtenir une information quantifiée de cette présence d’éléments
exogènes. La première méthode consiste à comptabiliser le nombre de pixels positifs au
sein des tissus indépendamment de l’intensité. Le second point a consisté à démontrer
que nos analyses de surface sont équivalentes à des analyses en volume. Pour valider ces
approches, 12 poumons de rat, ayant au préalables inhalés des doses contrôlées et crois-
santes de nanoparticules de TiO2, ont été analysés en imagerie LIBS et par ICP-MS. En
prenant en compte les variations du signal du titane, une corrélation de R2=0.984 entre
les valeurs quantifiées obtenues par ICP-MS et notre signal LIBS a été obtenu permettant
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de valider les approches.

L’approche ayant été validée, l’étude clinique dirigée par le CHU Grenoble Alpes a été
effectuée. Cette étude fait appel à 5 autres établissements hospitaliers de France. C’est la
première étude clinique lancée s’appuyant sur des analyses par imagerie LIBS. Cette étude
a pour but de déterminer un ou des possibles éléments exogènes pouvant expliquer les
pathologies pulmonaires idiopathiques sélectionnées. Dans cette étude, nous avons analysé
60 échantillons références pour constituer une base de données référence. Une centaine
d’échantillons venant des 6 hôpitaux partenaires ont été sélectionnés selon les critères
prédéfinis. Jusqu’à présent, seuls les échantillons provenant du CHU Grenoble Alpes ont
été analysés. Les deux premières méthodologies de détection de particules pouvant être
opérateur dépendant, une automatisation de toutes les étapes de traitement d’images a
été mis en place. Le principe consiste à extraire les quantités de pixels positifs des éléments
exogènes pour les tissus références. Par la suite, à l’aide d’un calcul du 95ème centile avec
un intervalle de confiance de 90%, les valeurs seuils du nombre de pixels positifs pour
lequel on considère les éléments comme non pathogènes sont déterminés. L’analyse de 100
échantillons a permis de mettre en place un protocole pour l’analyse de tissu inclus en
paraffine garantissant une analyse reproductible et une bonne sensibilité.

Perspectives
À la fin de ces trois ans de thèse, plusieurs questions se sont posées et notamment sur

les marges de progression. Trois grands axes d’améliorations ont été définis :

— Signal LIBS de nanoparticules autres que le TiO2

— Analyse de coupe fine de tissu biologique

— Traitement statistique des résultats

Détections de nanoparticules La méthode du signal LIBS sur les nanoparticules a été
une réussite. Une possible continuation serait de faire la même étude mais en utilisant des
nanoparticules de tailles différentes et/ou de compositions différentes. En effet, plusieurs
études LIBS ont montré que la taille des nanoparticules avait une influence sur le signal
LIBS [172-174]. Il pourrait être intéressant de faire la même étude sur des nanoparticules
de TiO2 sur un panel de taille bien plus large que celle utilisée dans la méthodologie de
comptage §4.3.2. De plus, nous pouvons nous demander si des nanoparticules avec une
composition chimique ou des propriétés physiques différentes telles que des nanoparticules
mésoporeuses de SiO2 ou des nanoparticules d’Al2O3 pourraient donner des résultats
similaires.

Analyse de coupe fine Aujourd’hui, les analyses de tissus sont réalisées sur le bloc
entier. Cependant, les blocs des cas médicaux sont difficiles d’accès. En effet, ces blocs
sont des biens précieux pour le milieu médical et sont rarement déplacés en dehors du
laboratoire d’anatomopathologie ou du service médical qui le conserve. Une solution pour
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avoir accès à beaucoup plus d’échantillons serait d’analyser des coupes fines déposées sur
lame microscopique. En procédant de cette façon, nous n’aurions pas besoin du bloc en
entier et nous limiterions la détérioration du tissu. Des premiers essais ont été réalisés sur
des coupes fines fraîches de rein de souris et sur des tissus inclus en paraffine. Des biopsies
de reins de souris ont été congelées puis coupées à une épaisseur de 10 μm. Elles ont
été analysées avec des énergies croissantes et des pas d’analyse croissants. Les premiers
résultats présentés Figure 5.27 sont prometteurs.

Figure 5.27 – Image du phosphore pour des coupes fines analysées par imagerie LIBS.
De la gauche vers la droite : les énergies d’analyses sont croissantes (de 0,5 mJ à 3 mJ).
De bas en haut : les pas d’analyses augmentent (de 20 μm à 60μm).

En effet, ils montrent la possibilité d’analyser des coupes fines de tissu avec une faible
énergie (inférieure à 3 mJ).

Un premier test de coupe fine de rein de souris inclus en paraffine est fait. La coupe est
analysé avec une énergie laser de 1mJ et un pas d’analyse de 40 μm. L’image élémentaire
du phosphore est extrait et comparé à l’image du phosphore d’une coupe fine fraîche de
rein de souris analysé avec les mêmes paramètres (Figure 5.28).

Les premiers résultats montrent un problème d’analyse des tissus inclus en paraffine.
On suppose que l’absence de signal est lié à une absence de tissu au moment de l’abla-
tion. Cette absence est probablement lié à un problème d’adhésion de la coupe de tissu
inclus en paraffine sur la lame. Pour améliorer l’adhésion de la coupe de tissus inclus en
paraffine, plusieurs pistes sont à explorer tel que le dépôt d’une couche fine (inférieur
au micromètre) d’un matériau organique sur la coupe ou l’utilisation d’une "colle" pour
adhérer la coupe.
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Figure 5.28 – Images élémentaires du phosphore sur coupe fine fraîche de rein de souris
(à gauche) et sur coupe fine de rein de souris inclus en paraffine (à droite).

Traitement statistique des résultats Les méthodologies de détection de particules
que nous avons développées permettent de comptabiliser un nombre de pixels positifs.
Cependant, ces données ne permettent pas d’obtenir une information sur la possible com-
position moléculaire des pixels. Une possibilité d’avancement serait d’utiliser des outils
statistiques multivariés de traitement de données afin de pouvoir estimer la composition
moléculaire des pixels analysés. Un premier exemple, proposé dans l’article de Motto-
Ros et al. [175], est d’utiliser l’analyse en composante principale (PCA) sur nos spectres.
Le résultat d’une analyse PCA sur le cas clinique présenté chapitre 5 est visible sur la
Figure 5.29. À l’aide de la PCA, on a pu différencier les pixels propres au tissu (sans
contamination) de ceux ayant une présence d’éléments exogènes (Figure 5.29).

Figure 5.29 – (a) Image HES d’un tissu de poumon. (b) Image de la distribution des
particules après traitement PCA. [175]

Avec cette méthode statistique, on pourrait essayer de déterminer les corrélations
entre éléments exogènes (corrélation Mg-Si ou Al-Si pour déterminer si c’est une particule
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d’aluminosilicate par exemple).
Une autre méthode de traitement de données possible serait d’utiliser l’intelligence

artificielle (I.A.). En développant une méthodologie intégrant l’I.A., on chercherait à dé-
tecter les éléments présents sous forme de trace et qui ne sont pas toujours détectés par
l’opérateur. En effet, aujourd’hui, la recherche de ces éléments traces isolés (moins d’une
dizaine de pixels dans le tissu) est faite manuellement par l’opérateur lors de l’extraction
des cartographies. Il est probable que des éléments exogènes ne soient pas détectés. Or, si
ces éléments étaient mis en avant, il serait possible d’expliquer certaines pathologies.

Pour les deux méthodes, une étude biologique comprenant l’utilisation à minima deux
types nanoparticules ayant des compositions différentes (par exemple TiO2 et Al2O3)
pourrait être mené.
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Annexe A

Protocole Expérimental –
MEDICO-LIBS

Paramètres Expérimentaux

Énergie laser 4,5 mJ
Fréquence 100 Hz
Résolution 40 μm

Δz -20 μm
Argon 1,20 l/min

Spectro 500 Spectro 303
Délai 1 μs 1 μs
Porte 5 μs 5 μs
Fente 35 μm 50 μm
Gain 1500 1500

Gamme spectrale 247-336 nm 190-237 nm
Réseau 600 l/mm 1800 l/mm

Protocole

1. Allumer :

— La lumière de prévention laser

— L’argon (robinet)

— L’alimentation du laser

— Les spectros (caméras + bloc 500)

— Lancer les logiciels AndorSolis pour connecter les spectros aux ordinateurs.

— Allumer le boîtier des éclairages du système et le pointeur laser.

— Lancer le logiciel GenIII v2. Faire attention au lancement du logiciel que tous
les voyants sont verts.
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2. Si début d’une nouvelle campagne de manip :

— Vérifier l’état des optiques des 2 spectromètres et changer le verre de protection
de l’objectif. Si les verres sont sales, les nettoyer comme expliqué dans les étapes
17 et 18.

— Effectuer la manip de contrôle de Florian sur le bloc de laiton, remplir la feuille
de contrôle et utiliser les paramètres comme indiqué (pour les spectromètres :
1000 accumulations et lancer l’acquisition après 3 lignes ablatées)

3. Enlever l’échantillon du papier d’aluminium sans toucher la surface (énorme risque
de contamination). NE PAS JETER LE PAPIER ALUMINIUM

4. Retirer à l’aide d’un outil plat (au choix) le surplus de paraffine sur les côtés du
bloc et le déposer sur un papier sopalin.

5. Déposer le bloc dans le support créer pour cet utilisation (Penser au préalable à
visser le support à la platine XYZ et à aligner le support de façon à avoir le bloc
vertical cf. schéma 1 à la fin de protocole).

6. Contrôler la planéité du bloc sur le logiciel genIII v2 et ajuster à l’aide des 2 vis V
et H (cf schéma 2 pour connaître leur inclinaison)

7. Faire une image champ large en ayant au préalable créé un dossier au nom de
l’échantillon.

8. Revenir en mode LIBS et définir la zone d’analyse. Prévoir un peu plus large (le
laser a besoin d’une 20aine de tir pour se stabiliser à chaque nouvelle ligne)

9. Noter la taille de la cartographie dans sur un papier.

10. Paramétrer les spectromètres avec le nombre pixels.

11. Activer le laser (s’il s’était mis en off), l’Argon et lancer l’acquisition sur les spectros
(icône caméra)

12. Lancer l’analyse (vérifier que les caméras des spectromètres soient bien à -30◦C).

13. Vérifier que les spectres soient corrects avant de quitter la pièces le temps de l’ana-
lyse.

14. Une fois l’analyse fini, faire une capture de la surface du bloc.

15. Enregistrer les spectres en *.sif sous la forme : A_nombloc_X-Y_energie_resolution
avec :

— A : A pour le spectro 500 et A2 pour le spectro 303

— Nombloc : référence du bloc

— X-Y : taille de la cartographie analysée

— Energie : énergie du laser

— Resolution : résolution de l’analyse

16. Replacer l’échantillon dans son papier aluminium.

17. Changer le verre de l’objectif. Pour cela utiliser une pince (ne pas prendre le verre
avec les doigts)
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18. Nettoyer les optiques des spectros :

— Dévisser le support des lentilles.

— Mettre des gants

— Prendre à l’aide d’une pince un papier nettoyant optique (Thorlabs) et le plier
en 6 ou 8

— Asperger d’un peu d’éthanol

— Nettoyer une lentille (penser à retourner le papier pour utiliser plusieurs face
propre) et vérifier qu’elle est propre.

— Répéter ces étapes pour la seconde lentille

— Revisser les supports et les replacer comme indiqué par les traits

19. En cas de doute, refaire la manip de contrôle.

20. Reprendre à partir de l’étape 3 si nouvelle échantillon.

21. Si dernier bloc analyser, nettoyer les optiques différemment :

— Dévisser le support des lentilles.

— Mettre des gants

— Retirer la première lentille de son support et la déposer délicatement sur du
papier nettoyant (lui-même déposé sur un papier absorbant).

— Prendre à l’aide d’une pince un papier nettoyant optique (Thorlabs) et le plier
en 6 ou 8

— Asperger d’un peu d’éthanol

— Nettoyer une lentille (penser à retourner le papier pour utiliser plusieurs face
propre) et vérifier qu’elle est propre.

— Replacer correctement la lentille dans son support

— Répéter ces étapes pour la seconde lentille

— Revisser les supports et les replacer comme indiqué par les traits

22. Éteindre les logiciels des spectromètres (il faudra attendre que le logiciel réchauffe
les caméras avant de fermer)

23. Quitter genIII v2 et LabView.

24. Éteindre les spectromètres, l’alimentation laser, le boîtier des éclairages, l’ARGON,
la lumière de prévention laser.

25. Éteindre tous les écrans des ordinateurs.
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Annexe B

Tableau du comptage échantillons
références de l’étude clinique

Les valeurs obtenues après comptage de pixels positifs ainsi que la somme du signal
pour l’aluminium sont recensées dans le tableau suivant. On trouve aussi les surfaces de
tissus analysés ainsi que la surface de tissu calcifiée. On retrouve aussi les informations
concernant l’âge des références.
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Al

jours mois année # Paraffin

18A06943A 22733 746 62 2,62 3,797 1037,00 0,00 125,00
18A06943B 22733 746 62 1,30 4,61 1204,00 0,01 22,00
18A06943D 22733 746 62 1,12 5,473 1973,00 0,01 23,00
18A07195N 150 4 0 2,49 1,81 1689,00 0,01 19,00
18A07195O 150 4 0 2,32 2,566 1591,00 0,03 5,00
18A07195P 150 4 0 2,89 2,87 1903,00 0,01 24,00
18A07487E 12790 420 35 2,89 2,194 2127,00 0,00 49,00
18A07491D 24442 803 66 2,78 3,86 1818,00 0,01 55,00
18A07491E 24442 803 66 2,03 2,039 1348,00 0,01 7,00
18A09442B 16999 558 46 1,15 4,12 2282,00 0,02 24,00
18A09442C 16999 558 46 2,51 3,142 1221,00 0,03 28,00
18A09442D 16999 558 46 2,31 4,43 2603,00 0,01 15,00
18A13353A 24292 798 66 2,24 2,198 2213,00 0,00 26,00
18A13353B 24292 798 66 2,64 3,24 2277,00 0,01 57,00
18A13353C 24292 798 66 1,66 1,364 4955,00 0,01 8,00
18A14332B 13234 434 36 1,97 4,81 940,00 0,00 39,00
18A14332C 13234 434 36 1,78 3,971 3495,00 0,00 228,00
18A14593C 18568 610 50 2,88 2,86 1410,00 0,00 28,00
18A14593D 18568 610 50 1,31 5,759 2417,00 0,00 14,00
18A14593E 18568 610 50 1,57 4,97 1047,00 0,01 27,00
18A14597A 274 9 0 1,79 4,359 2452,00 0,01 22,00
18A14597B 274 9 0 3,15 4,42 2292,00 0,02 59,00
18A14597C 274 9 0 1,26 4,067 2313,00 0,03 48,00
18A14597E 274 9 0 1,98 3,47 1792,00 0,00 18,00
18A14877C 2198 72 6 1,43 3,491 4241,00 0,00 13,00
18A14877D 2198 72 6 1,42 3,64 3098,00 0,00 8,00
18A14877E 2198 72 6 2,17 5,99 2009,00 0,00 28,00
18A14877H 2198 72 6 2,01 2,28 4801,00 0,04 8,00
18A14877I 2198 72 6 2,11 1,132 3345,00 0,00 5,00
18A15998A 18078 593 49 3,27 2,14 3148,00 0,00 71,00
18A15998B 18078 593 49 2,91 2,777 2732,00 0,02 36,00
18A15998C 18078 593 49 2,76 2,59 2245,00 0,01 42,00
19A01036A 12896 423 35 3,04 3,706 3043,00 0,01 25,00
19A01036B 12896 423 35 3,86 2,89 1530,00 0,00 8,00
19A01036C 12896 423 35 2,96 2,227 1413,00 0,00 9,00
19A02105B 13555 445 37 4,15 5,07 1495,00 0,00 79,00
19A02105C 13555 445 37 1,86 5,342 1356,00 0,00 47,00
19A02105E 13555 445 37 3,12 3,32 923,00 0,00 17,00
19A03226A 308 10 0 1,45 2,865 2526,00 0,00 13,00
19A03226B 308 10 0 1,49 2,59 2501,00 0,00 5,00
19A03226C 308 10 0 1,36 2,697 2982,00 0,00 8,00
19A07848A 10144 333 27 2,15 2,85 1441,00 0,00 24,00
19A07848B 10144 333 27 2,60 3,743 2078,00 0,02 12,00
19A07848C 10144 333 27 2,56 2,22 1180,00 0,00 36,00
19A08169L 7161 235 19 2,76 2,364 1649,00 0,00 15,00
19A08169M 7161 235 19 1,95 2,80 2020,00 0,00 16,00
19A08169N 7161 235 19 1,99 2,482 2116,00 0,00 17,00
19A10036E 16360 537 44 1,93 5,11 2250,00 0,03 22,00
19A10036F 16360 537 44 1,67 5,076 2020,00 0,00 28,00
19A10036I 16360 537 44 1,58 4,87 1352,00 0,01 24,00
19A10101B 31124 1022 85 3,94 2,572 1717,00 0,00 6,00
19A10495G 34327 1127 93 3,16 4,53 1003,00 0,00 12,00
19A11010I 16899 555 46 3,12 3,017 976,00 0,00 23,00
19A11010J 16899 555 46 3,21 3,11 1841,00 0,04 13,00
19A11214D 4548 149 12 1,91 1,671 1869,00 0,01 26,00
19A11214K 4548 149 12 1,81 1,71 1031,00 0,03 22,00
19A11214L 4548 149 12 1,81 4,343 2301,00 0,01 19,00

Sample Tissue 
Surface (cm²)

Paraffin 
Surface (cm²)

Tissue 
Intensity 
(counts)

Calcification 
(cm²)

Age



Al Al Al Al Al Al Al

Precision (%)
Sum Paraffin 

(counts) Precision (%) # Tissue Precision (%)
Sum Tissue 

(counts) Precision (%)

166,40 173700 92,90 966,00 35,80 3712000,00 11,60
95,50 128100,00 15,10 579,00 15,20 2868000,00 7,60

165,20 37000 68,50 600,00 24,50 2327000,00 7,10
168,40 110000,00 17,20 80,00 92,50 243600,00 17,90

20,00 14880 5,00 18,00 38,90 41840,00 13,00
25,00 146800,00 4,30 47,00 29,80 115600,00 12,50
57,10 89940 23,90 330,00 29,10 883900,00 9,30
36,40 239700,00 7,10 479,00 30,30 1421000,00 11,00

228,60 9635 105,10 267,00 21,00 1197000,00 4,80
54,20 131600,00 8,20 181,00 20,40 1169000,00 6,00
71,40 53900 23,20 358,00 30,70 1133000,00 8,70
80,00 115400,00 6,80 544,00 26,50 2025000,00 7,10

103,80 139000 12,20 454,00 46,70 1077000,00 17,50
61,40 305800,00 8,60 605,00 48,60 1333000,00 22,70
62,50 25780 13,50 1454,00 23,90 3974000,00 21,50

156,40 107000,00 39,20 397,00 38,30 1133000,00 11,60
104,80 432800 46,70 1246,00 46,90 3560000,00 30,30

25,00 116400,00 5,20 809,00 22,40 4230000,00 7,50
50,00 35580 14,50 317,00 22,70 1323000,00 8,30

144,40 41950,00 43,70 332,00 36,70 695700,00 13,80
68,20 35470 24,60 1109,00 27,30 4029000,00 7,40
52,50 208200,00 9,90 1516,00 17,20 11360000,00 3,60

125,00 74230 48,40 514,00 23,50 2845000,00 5,00
44,40 84710,00 6,50 1228,00 14,60 7239000,00 4,00

7,70 57940 1,50 93,00 23,70 394100,00 5,20
137,50 11780,00 63,30 84,00 32,10 193900,00 10,60

25,00 87730 8,60 31,00 19,40 112800,00 5,90
125,00 11770,00 65,70 1830,00 20,20 4778000,00 17,00

40,00 8336 20,00 3855,00 20,20 12070000,00 13,80
66,20 265300,00 12,90 1443,00 27,70 7398000,00 8,20
61,10 68840 22,90 938,00 22,80 3602000,00 7,10

100,00 165800,00 18,00 1228,00 19,40 6107000,00 6,80
20,00 48100 6,90 543,00 16,60 1318000,00 11,20
25,00 8322,00 26,20 145,00 26,90 217200,00 17,90
22,20 32190 5,10 159,00 23,90 304800,00 14,30
32,90 289600,00 6,90 1538,00 18,90 10770000,00 4,10

127,70 67570 45,20 523,00 24,90 1693000,00 5,50
29,40 25130,00 17,40 220,00 20,50 873400,00 5,90
23,10 48380 4,40 53,00 26,40 132100,00 11,10
40,00 14110,00 10,90 278,00 25,50 783900,00 16,70
12,50 8672 8,40 9,00 22,20 21510,00 6,50

0,00 42350,00 2,20 398,00 23,90 1764000,00 7,50
58,30 26310 21,80 340,00 25,90 1100000,00 7,60
25,00 206500,00 4,00 260,00 19,60 769400,00 6,60
26,70 59420 4,90 622,00 23,30 1612000,00 7,80
18,80 59970,00 3,90 194,00 26,30 656200,00 7,40
70,60 43720 19,80 282,00 28,40 1034000,00 6,70

4,50 57510,00 2,80 234,00 25,60 646500,00 10,00
17,90 157100 2,90 315,00 14,60 1304000,00 6,40
29,20 75710,00 7,90 144,00 19,40 471600,00 11,80
50,00 6579 30,50 187,00 27,30 326400,00 17,30

108,30 40640,00 19,80 910,00 15,10 3460000,00 5,10
8,70 84770 1,70 65,00 32,30 90090,00 21,40

53,80 27480,00 17,60 292,00 33,90 471300,00 20,80
23,10 305300 1,60 375,00 18,70 2088000,00 3,50

100,00 60810,00 25,20 1464,00 18,30 7527000,00 3,90
36,80 58910 9,60 411,00 19,00 2260000,00 3,50
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Annexe C

Tableau d’informations patients de
l’étude clinique

Dans le tableau suivant sont récapitulés l’âge et les pathologies de la première série
d’échantillons patients analysés lors de l’étude clinique.
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N° bloc Pathologies
mois année

1567I 870 72 BPCO
14709P 671 55 Emphysème
14709N 671 55 Emphysème
8782M 748 62 Emphysème
2678K 768 64 Emphysème
3560B 801 66 Emphysème

12664E 834 69 Emphysème
3953G 857 71 Emphysème
15254C 867 72 Emphysème
8645E 884 72 Emphysème
6311H 880 73 Emphysème
212C 949 79 Emphysème

3929D 762 63 Fibrose pumonaire
5577E 771 64 Fibrose pumonaire
6916D 784 65 Fibrose pumonaire
3869R 809 67 Fibrose pumonaire
2524H 826 68 Fibrose pumonaire
2524J 826 68 Fibrose pumonaire
9866K 844 70 Fibrose pumonaire

5067B3 873 72 Fibrose pumonaire
5380J 883 72 Fibrose pumonaire
2192D 885 73 Fibrose pumonaire
2192V 885 73 Fibrose pumonaire
3158P 883 73 Fibrose pumonaire
7441D 881 73 Fibrose pumonaire
163C 899 74 Fibrose pumonaire

3272K 980 81 Fibrose pumonaire
5149F 872 72 Histiocytose X

15969A 422 35 Sarcoidose
7982I 422 35 Sarcoidose

864802 436 36 Sarcoidose
4055 436 36 Sarcoidose

Âges
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A B S T R A C T

During recent years, important developments have been achieved in the application of laser induced breakdown

spectroscopy (LIBS) for elemental imaging. The aim of this review is to report recent instrumental configura-

tions, data processing methodologies and applications related to LIBS-based imaging. In the first section, dif-

ferent instrumental alternatives of LIBS for qualitative or quantitative imaging measurements are presented,

including the scanning configuration, focusing systems, laser properties, and spectral detection tools. The second

section reviews the different LIBS imaging data processing methodologies that have been proposed. Finally, the

last section of this review reports the wide variety of laboratory applications that have benefited from LIBS

mapping techniques, such as those in the biomedical, geological and industrial fields.

1. Introduction

In laser induced breakdown spectroscopy (LIBS), a single laser shot

occurs at the sample surface, producing a plasma whose light emissions

are collected and analyzed using an optical spectrometer [1–5]. Since

this technique was first used for spectrochemical analysis of surfaces in

1962 [6,7], the LIBS technique and its applications have advanced

tremendously. Several technological and analytical milestones of this

technique such as the introduction of double-pulse LIBS [8], commer-

cialization of handheld systems [9], development of molecular isotopic

analysis (LAMIS) [10,11], single particle analysis [12], nanoparticle

enhanced LIBS (NELIBS) [13–15], and calibration free procedures [16],

use of chemometrics [17–19], coupling with other techniques and ex-

ploration of Mars by the NASA Curiosity Chemcam [20,21] have made

LIBS a highly versatile and adaptable technique.

Recent years have seen a growing trend towards analytical techni-

ques capable of conducting spatially resolved analyses of surfaces for

industrial, nanotechnology, geological and biomedical applications.

Depending on the application, spatially resolved measurements are re-

quired to provide a better understanding of the sample surface compo-

sition with significant advantages over conventional bulk analyses. The

recent developments of the LIBS technique and its simplicity of use have

allowed the development of systems capable of performing multielement

imaging analyses of major and trace elements with ~10 μm (or lower)

spatial resolution at fast acquisition speeds up to kHz per pixel [22–25].

Both conventional LIBS and LIBS-based imaging share the same princi-

ples of measurement; however, in the latter, the laser-induced plasma is

generated at different positions on the sample surface in a predefined

sequence covering the region of interest. After extracting the line in-

tensities associated with the elements of interest from each recorded

spectrum, the elemental maps are then built to obtain the corresponding

elemental images. Spatially resolved LIBS has attracted increasing at-

tention and is currently established as a new LIBS development axis.

Indeed, LIBS-based imaging provides unique features and complements

gold standard elemental imaging methods such as laser ablation in-

ductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS), secondary ion

mass spectrometry (SIMS), synchrotron and laboratory X-ray fluores-

cence (μXRF), and electron probe microanalysis (EPMA) [26–31].

In recent years, the LIBS community has shown an increased interest

in LIBS-based imaging applications, as reflected by the exponential

growth of publications, with>20 works published during the last year.

To the best of our knowledge, the first works reporting spatially re-

solved LIBS analyses dated from the 1990s [32–37]. In the 2000s, the

reference works of D. Menut et al. [23], H. Bette et al. [24] and J.

Laserna et al. [37–42] established the basis of space-resolved LIBS and

paved the way for the development of a large number of applications.

These works demonstrated the possibility of reaching μm-scale resolu-

tion by focusing a UV laser pulse of several micro joules with an ob-

jective microscope for the quantitative analysis of cerium in ceramics

with a limit of detection (LOD) of 1 wt% [23], to perform multi-

elemental LIBS scanning at a kHz acquisition rate with the aim of in-

vestigating inclusions in steel [24], and the possibility of scanning large

sample surfaces and performing 3-dimensional analyses [41]. In the

early 2010s, the release of new faster and more sensitive detectors to
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the market boosted the development of LIBS-based imaging. The latest

results regarding the use of laser spectrometry in biomedical applica-

tions have again highlighted LIBS-based imaging as a valuable in-

vestigation tool that is highly versatile and easily implemented for

routine elementary investigations [43,44].

In this manuscript, we aim to review the recent methodological

advances and applications of LIBS-based imaging. In 2013, V. Piñon

et al. [45] published a first review that covered the chemical mapping

of materials up to the year the review was published. In this review, we

focus on describing the advances in LIBS imaging instrumentation, data

processing for image analysis and applications published during the last

6 years. This review is dedicated only to LIBS mapping (i.e., the ability

to create a map or an image of a sample surface) for laboratory appli-

cations. Studies relating to 1-dimensional space-resolved LIBS (either as

a lateral or depth profile) [46,47], geographical mapping [48–50] or in

situ mapping with handheld systems [51,52] are not considered. This

manuscript is organized as follows. First, we describe the instrumental

configurations most often found in the literature. We then review the

different methodologies of data processing and the calibration protocols

reported for LIBS imaging, and the last section describes the application

fields where LIBS imaging has been applied, including the character-

ization of geological, industrial and biomedical materials.

2. LIBS imaging instrumentation

2.1. Instrumental configurations

As mentioned above, the principle of any LIBS imaging in-

strumentation is based on the generation of a series of plasmas at dif-

ferent positions on the sample following a scan sequence (c.f. Fig. 1a).

Each spectrum is then processed to build the corresponding elemental

maps. The step size (i.e., the distance between two consecutive laser

shots) then defines the resolution of the imaging measurement. In

general, the lateral resolution is limited by the surface damage around

the ablation crater. Therefore, it is inadvisable to overlap consecutive

laser shots, since in this case the repeatability of the measurement is

degraded [53–55].

Two possible laser ablation modes have been reported in the lit-

erature: continuous measurement and pixel by pixel scanning. In the

continuous laser ablation mode (c.f. Fig. 1b), the sample is moved in the

X-direction at a translation speed synchronized with the laser frequency

rate by line scan. After completing the line, the sample is translated in

the Y-direction by the set lateral resolution and comes back in the X-

direction, completing a new line. To acquire the correct number of

spectra, this mode requires either a beam shutter working at the laser

frequency rate (in which case the laser is fired continuously) [44] or a

control system that delivers a predefined number of shots per line in

burst mode [56–58]. For the pixel by pixel scanning mode (c.f. Fig. 1c),

the laser delivers k number of laser shots at the same position; after-

ward, the sample is moved in X (or Y) by the step size, and the op-

eration is repeated following the programmed sequence [55,59–67].

Compared with the pixel by pixel scan mode, continuous scanning has

the advantages of a higher operating speed and better accessible re-

solution since less damage is done to the sample by one shot than by a

series of shots; however, the analysis has to be performed in a single

shot configuration (no possibility to accumulate the signal at a fixed

position). Additionally, the continuous scanning mode requires specific

considerations for the sample preparation since no cleaning shots can

be performed prior the analysis, whereas step by step scanning mode

allows for the application of cleaning shots and a 3-dimensionnal ex-

periment to be performed [45].

The vast majority of LIBS imaging instruments rely on an XY stage

that moves the sample surface instead of moving the laser beam. This

approach is chosen because of a greater collection efficiency from a

fixed plasma plume. However, for applications such as online control

that require a large sample surface to be scanned at a high frequency

rate, kHz or higher, the measurements can only be performed by

moving the laser beam. Recently, K. Rifai et al. reported the elemental

imaging of 16 cm2 of mine core samples at a kHz acquisition rate in

only a few minutes by using this approach [68].

2.2. Laser ablation and focusing

The focusing systems and the properties of the laser source (wave-

length, pulse energy, and pulse width) may be critical when building a

LIBS-based imaging system. Various ranges of focusing properties and

accessible resolutions can be found in the literature (c.f. Fig. 2a and

supplementary table 1). However, two main focusing configurations are

distinguished: macroscopic and microscopic. For the macroscopic con-

figurations, the laser beam is focused by one or several lens with a focal

length of several centimeters and generates ablation craters of ap-

proximately 600 μm in diameter [69–72]. For the microscopic config-

urations, an objective microscope (magnification higher than x5) with a

focal length of several millimeters is used to focus the beam. This

configuration allows the ablated material to be reduced (down to sub

ng), reaching spatial resolutions of several micrometers, as demon-

strated on ceramic samples [23] and on an epoxy embedded organ [73].

Moreover, in the microscopic configurations, a constant gas flow,

usually Ar, can be directed to the plasma region, improving the emis-

sion signal compared with ablation in air [23,44,52,59,63,74,75].

Other gases such as He or mixtures of He-Ar have also improved the

ablation efficiency. C. D. Quarles et al., demonstrated that a He flow

increases the fluorine LOD by several orders of magnitude [76]. S.

Darwiche et al. investigated the effects of the composition of the mix-

ture and showed that the maximum signal to background ratio is

reached with a mixture of 85/15% He to Ar at 60 mBar [77]. B. T.

Manard et al. reported a mixture of He and Ar at 0.9 L/min as optimal

for simultaneous LA-ICP-MS and LIBS measurements [78]. Finally, M.

Bonta et al. reported the advantages of using a He-Ar mixture with a

flow rate of 0.8 L/min for each gas [79] or flow rates of 0.9 L/min of He

and 0.3 L/min of Ar [80].

With respect to the laser properties, i.e., laser wavelength, pulse

energy and duration, many different configurations can be found in the

literature (c.f. Fig. 2b, c, and supplementary tables 2 and 3). The trend

Fig. 1. Principle of LIBS scanning and principal configurations of measurement.
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is to use laser energies of several hundreds of μJ in the microscopic

mode, 0.4 mJ [81], 0.3mJ [82], 0.2 mJ [55], 0.16mJ [83], 0.1mJ

[78], and 0.04mJ [63], and several tens to hundreds of mJ in the

macroscopic mode, 60mJ [69,72], 80mJ [84], 120mJ [85], and

150mJ [86]. Nanosecond Nd:YAG lasers either in their fundamental

wavelength [51,58,66,67,87–90] or in the second harmonic [82,91–93]

are used in the vast majority of applications. Higher harmonics are used

to a lesser extent [46,76,79,81,94–97]. Other laser sources such as

Nd:YLF working at 1047 nm [98,99] or a KrF excimer laser at 248 nm

[100] have also been proposed. In addition, several groups have de-

veloped femtosecond (fs) experiments. This type of laser guarantees

better control of the ablation process but also a lower plasma emission.

V. Zorba et al. demonstrated the possibility of reaching sub-micrometer

resolution using a frequency doubled Ti:Sapphire laser delivering 100 fs

pulses [101]. Other examples using Ti:Sapphire lasers operating at

800 nm [102] and at the second harmonic [63] have been reported, as

has a frequency tripled (343 nm) diode-pumped ytterbium laser

[78,83].

Recently, attention has been focused on double pulse (DP) ablation to

improve the signal to noise ratio with respect to the single-pulse approach.

Several examples have been proposed by the group of V. Palleschi, de-

monstrating a signal enhancement of approximately one order of magni-

tude by using a collinear configuration [103,104]. J. Kaiser et al. have also

reported significant improvements when using an orthogonal double pulse

configuration compared with a single-pulse, either with a first laser pulse

in the visible range (532 nm) [105,106] or in the UV range (266 nm)

[54,107,108], followed by a second laser pulse in the IR range (1064 nm)

to reheat the plasma. M. Abdelhamid et al. explored the feasibility of

imaging explosive residues in human fingerprints with an experimental

configuration based on optical catapulting–LIBS. A first pulse with an ir-

radiance below the plasma formation threshold impacts one side of a glass

slide, producing a shock wave that ejects the material (optical cata-

pulting), then a second laser pulse that is perpendicular to the first ana-

lyzes the material, obtaining a LIBS spectrum [109].

2.3. Spectral detection

Another critical part of a LIBS instrument is the spectral detection

system. The spectral resolution, sensitivity, operating speed and the

wavelength range covered are directly related to the type of the spec-

trometer and detector employed and define the performance of the

system. Several types of spectrometers and detectors are available on

the market and the specifics of each application determine the selec-

tion. In LIBS-based imaging literature, Echelle spectrometers and

Czerny-Turner (CT) spectrometers are the most widespread, although

Paschen–Runge (PR) spectrometers have also been employed (c.f.

Fig. 2d and supplementary table 4).

Focusing on their performances for use in LIBS-based imaging, each

spectrometer has advantages and drawbacks. Echelle spectrometers

have the great advantage of covering a broad spectral range, which is

especially suitable for multielemental detection (typically extending

from UV to near infrared), but these spectrometers have lower sensi-

tivity and operating speed compared with the others. The entrance slit

in an Echelle spectrometer is typically ~50 μm, which reduces the

amount of light that effectively reaches the diffraction grating and

limits its sensitivity. Moreover, Echelle spectrometers need to read the

whole charge-coupled device (CCD) image to obtain the spectrum,

which results in an increase in the readout time and reduces the ac-

quisition rate and operational speed to only several Hz. In the literature,

Echelle spectrometers have been successfully used either coupled with

intensified CCD (ICCD) [60,63,83,94,99,110–115] or electron multi-

plying CCD (EMCCD) cameras [93].

Fig. 2. Configurations used for LIBS-based imaging since 2012. a) Spatial resolution ranges. b) Laser wavelengths and c) pulse durations. d) Types of spectrometers.

CT: Czerny Turner spectrometer, PR: Pashen Runge spectrometer.
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CT spectrometers have greater sensitivity because of a larger entrance

slit. Moreover, three or four different gratings are equipped within the

same spectrometers, which allows for adaptation of the sensitivity and

spectral range as a function of the application. The acquisition rate is also

faster when used coupled with ICCD detectors, allowing for time-re-

solved measurements and operational speeds up to 100Hz in full vertical

binning mode (FVB) [56]. CT spectrometers also suffer from a major

drawback: their limited spectral range of detection, which is typically

from ~20 nm with 2400 l/mm grating to ~80 nm with 600 l/mm

grating, which limits the number of elements able to be detected si-

multaneously [25,50,55,58,72,76–78,81,82,87,95,116–119]. Several

groups have proposed using several CT spectrometers simultaneously

during measurement [56,57,85]; however, this idea causes a significant

increase in the cost of the system. An interesting alternative is the use of

compact and cost-effective CT spectrometers (Ocean optics, Avantes),

which typically provide ~100 pm of spectral resolution for a spectral

range of ~100 nm and an acquisition rate of up to 100Hz / kHz for a

fraction of the cost of traditional spectrometers. The use of these spec-

trometers has recently been reported in several works [51,53,112,120].

Finally, the PR spectrometer provides the most sensitivity and

fastest detection capacity (up to kHz) with simultaneous multielemental

analyses when used with individual photomultiplier tubes (PMT)

[24,98,99,121]. Nevertheless, the cost, size and relatively low versati-

lity of this spectrometer limits its use in specific applications, thus this

spectrometer is mainly used in industrial applications and to a lesser

extent in research laboratories.

2.4. Detection in the vacuum ultraviolet (VUV) range

The possibility of accessing the VUV spectral range offers several

advantages over more conventional UV–Vis-NIR regions, such as the

significant improvement of the detection of certain elements such as

sulfur, phosphorus, and carbon, less spectral interference with transi-

tion metals and a lower continuum emission [122,123]. Nevertheless,

VUV plasma emission is hampered by air absorption restricting the

measurements of oxygen-free conditions and specific optical materials.

Solutions for LIBS-based imaging in the VUV range include working

under vacuum conditions and having spectrometers and light collection

systems purged with inert gases [121]. Different detection systems can

be used: first, CT spectrometers in combination with microchannel

plates with a photodiode array (MCP-PDA) and second, PR spectro-

meters that have been already used for VUV-LIBS analyses of steels

[24]. Other specific VUV detection systems can be found in the litera-

ture, such as systems in the deep VUV range (40–160 nm) that use, for

example, a near normal-incidence concave grating spectrograph [124].

Recently, our team proposed an Ar-purged detection system composed

of a VUV probe coupled to a Maya2000Pro compact CT spectrometer,

which performs VUV-LIBS imaging under ambient atmospheric condi-

tions reaching an LOD of 0.2 wt% for sulfur in mine core samples [123].

2.5. Autofocus

To guarantee reproducible ablations during the entire sequence

scan, it is imperative to ensure a constant distance between the focusing

objective and the sample surface. This constant distance is particularly

important in microscopic configurations, for which the variation of the

focusing distance should not exceed a fraction of the depth of focus (i.e.,

~10 μm). Polishing the sample surface is generally sufficient to ensure a

flat scanning area for small samples; however, when analyzing large

samples, it is difficult to obtain a sufficiently flat surface even after

rigorous sample preparation, and an autofocus is required. Three main

types of autofocus systems have been reported. J. Novotný et al. pro-

posed an autofocus system based on a sharpness analysis of the sample

view captured with a complementary metal oxide semiconductor

(CMOS) camera with a vertical accuracy in the range of± 50 μm [105].

The second type, applied by C. Beresko et al., is only valid for analyses

carried out in pixel by pixel mode since this system is based on the

direct monitoring of the LIBS signal intensity at a fixed X-Y-position.

Several laser pulses are fired while adjusting the vertical position of the

sample, fixing the focusing position when the LIBS signal is maximal

[112]. This method is suitable for surfaces with fluctuations several

millimeters in height. The operational speed and lateral resolution are

poor due to the necessity of multiple laser pulses. Finally, J. O. Cáceres

et al. proposed an autofocus system able to work in a continuous con-

figuration at 100 Hz operating speed by analyzing the plasma shape and

position collected by a fiber bundle consisting of four fibers and a fast

algorithm that corrects the vertical position (accuracy of± 5 μm) in

real time [56].

2.6. Coupling with other techniques

The all-optical and rather simple instrumentation of LIBS imaging

systems make it easy to directly couple with other compatible techni-

ques. It is relatively straightforward to visualize and capture an optical

image of the sample surface with a conventional CCD camera, which

allows for the optimization of the ablation focusing and sample posi-

tioning [69,81,85,100,105,120]. The possibility of stacking elemental

and optical images for direct comparison is of paramount importance in

applications such as medical diagnoses to obtain complementary ele-

mental information. S. Moncayo et al. reported multielemental LIBS-

based images of human paraffin-embedded skin samples over the entire

biopsy scale in a way that was complementary and compatible with

microscope histopathological examination [125]. The combination of

LIBS and Raman is also well known; both laser-based analytical tech-

niques share part of their instrumentation and can be integrated for

studying the molecular and elementary fingerprint of a surface, sup-

plying new sample information. The results of this combination in

earlier LIBS-based imaging studies have been shown by M. Hoehse

et al., who proposed the use of a two-laser LIBS–Raman automated

microanalysis system equipped with a newly designed dual arm Echelle

spectrometer to characterize an iron ore sample [117]. Additionally,

LIBS combined with laser-induced fluorescence (LIF) is a promising

approach to improve the LOD. In LIBS-LIF, a second laser tuned to a

specific wavelength is directed to the LIBS plasma plume and used for

re-excitation, inducing a fluorescence signal. This combination has been

investigated by J. Li et al., who demonstrated optimal locations for re-

excitation in plasmas induced on steel samples [119]. Finally, LIBS has

also been coupled to techniques that are not fully optical-based such as

LA-ICP-MS. Both techniques have identical laser sampling processes

that enable simultaneous application. A tandem LA/LIBS instrument

has been developed and applied by the group of R. Russo to various

applications fields [76,78,80,95].

3. Data processing

Like other hyperspectral techniques, LIBS-based imaging suffers

from the bottleneck of data processing; several millions of spectra can

be measured daily, becoming a real challenge for data set analyses

[104]. Considering the growing speed of analysis up to 100 Hz, the

complexity of emission spectra with hundreds or thousands of emission

lines, and the presence of spectral interference, data processing requires

more sophisticated extraction approaches to streamline the process.

Despite the importance of data processing, very little is found in the

literature regarding data processing of LIBS-based imaging. Different

approaches for performing intensity extraction, semi-quantitative ele-

mental images and the use of chemometric methods are reviewed in the

following sections.

3.1. Intensity extraction

Most literature reports regarding LIBS-based imaging results have

been obtained using simple samples, where the objective was to image

L. Jolivet et al.



trace or detect minor elements in a homogeneous matrix. In this type of

sample, it is relatively easy to process the average spectrum of the

whole dataset and identify the main emission lines of the elements of

interest. One procedure for data extraction was proposed by L. Bassel

et al. where a calcium carbonate (CaCO3) speleothem was scanned to

study the spatial distribution of trace elements such as Mg, Si, and Al

(c.f. Fig. 3) [118]. In this approach, the line intensity is retrieved for

each sampling position by defining a baseline and subtracting the

baseline from the emission signal. A two-dimensional matrix containing

the line intensity at each position of the sample is obtained and can be

displayed using a false-color scale in the form of elemental images.

Another interesting methodology was proposed by M. Abdelhamid et al.

[109]. In that method, only those peaks that supersede a signal-to-noise

ratio of 3 were considered for data extraction.

In contrast, when samples contain several phases and different

matrixes, data analysis becomes much more challenging. Such multi-

phase analysis is particularly difficult when one or several phases are

associated with elements that present complex spectral structures, such

as iron (Fe) and titanium (Ti). In such cases, selecting an appropriate

spectral line requires the analyst's expertise and a rigorous case-by-case

evaluation of the spectral dataset. To facilitate the analysis, one possi-

bility is to consider each phase as an independent sample [126]. For

each phase, the strategy is to first to define a binary mask image using,

for example, the major lines associated with the corresponding ma-

trixes. Second, considering the mask image, all of the LIBS spectra as-

sociated with a given phase can be extracted and averaged, which al-

lows for independent averaged spectra, one per matrix contained in the

sample. From this procedure, it is then possible to use the conventional

approach, thus eliminating any possible risk of spectral interference

from other phases.

3.2. Quantification

In LIBS-based imaging experiments, the term “quantification” may

be excessive. The destructive nature of laser ablation generally does not

allow for averaging of several measurements at one sample position and

therefore, a quantification strategy must be deployed without using any

statistical information [127]. Many works have reported “semi-quan-

titative” mapping of various types of samples. The most common cali-

bration method transforms the relative-abundance images into quanti-

tative-abundance images after referring to the calibration

measurements performed on the standard samples. The instrumental

accuracy may only be obtained on homogeneous standards. This pro-

cedure has been used for the quantitative mapping of boron-doped

crystalline silicon [77], steel [119], biological organs [128], glass

[78,85] and other types of materials [78,90,97]. When reference sam-

ples are not available or simply do not exist, one possibility is to con-

sider the mapping measurement as representative of whole sample

volume. The bulk concentration can be obtained by other analytical

techniques, such as ICP-based or X-ray fluorescence (XRF) analyses, and

then be used to calibrate the mapping experiments. In such a way, semi-

quantitative maps of Ti-doped sapphire [129], murine kidney [113],

and heterogeneous catalyst [130] have already been reported. In other

cases, spatially resolved methods can also be used to calibrate LIBS

measurement. F. Trichard et al. used line profiles performed with an

electron microprobe on a catalyst section to calibrate the LIBS image of

palladium (Pd) [131]. In this work, several lines of Pd with various

intensities were used to exploit the highest dynamical range without

being affected by self-absorption. L. Krajcarová et al. reported the use of

LA-ICP-MS analysis at different positions to calibrate the LIBS maps in

plant samples [107].

3.3. Chemometric methods

In LIBS-based imaging, the large datasets and the complexity of

samples can encourage the implementation of chemometric tools for

data processing. The hyperspectral analysis of large LIBS datasets has

extensive computational requirements: principal component analysis

(PCA) and partial least squares (PLS) are the most widespread chemo-

metric methods because of their simplicity and good throughput for

qualitative and quantitative analyses, respectively.

PCA is one of the most powerful unsupervised tools for data pro-

cessing. PCA allows for reduction of the dimensionality by the linear

combination of the data's original variables X by defining a new set of

variables (PCs) that retain the meaningful information. In brief, the

final result of a LIBS-based image experiment is a hyperspectral data

cube composed of two spatial dimensions, x and y, corresponding to the

map coordinates and one spectral dimension (λ), where each cell of the

cube represents the intensity of an emission line from a single-shot

spectrum. After unfolding, PCA is applied to the X matrix (x*y, λ),

obtaining the score (T) and loading (P) matrixes. Each PC is refolded,

generating the score image and allowing for qualitative study of the

distribution of the elements defined by the loading vector. In experi-

ments where the number of spectra is not extensively large, it is possible

to process a PCA model on the complete dataset. R. Carvalho et al.

applied hyperspectral LIBS imaging with PCA to investigate the metal

composition of a printed circuit board (PCB). The strategy was to apply

a first PCA model on the complete dataset, sized 12,000×12,288

Fig. 3. Example of data processing using the average spectrum [118].
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(locations × spectral variables), retrieving the most intense lines ob-

served at the first loading vector, and apply a second PCA on only the

18 selected lines (12,000×18), obtaining the corresponding scores and

loading values, which allows for the detection of precious and toxic

elements in PCB samples [61]. The same strategy was followed by M. A.

Sperança et al. for the investigation of coprolite and fossil samples. The

hyperspectral cube is unfolded and normalized and a PCA is applied to

the complete dataset, sized 780× 12,288, retrieving the elements that

contributed most to the sample characterization [66]. The data are auto

scaled (mean equal to zero and standard deviation equal to 1), and a

new PCA is calculated for each pulse and evaluation of the score maps.

When the dataset is large, the calculations of PCA require high com-

puting power not accessible in an office computer. Nevertheless, there

are different strategies that can be applied to reduce the computing

requirements such as binning the wavelengths, reducing the spectral

range, and/or processing only a certain percentage of spectra and then

building up the PCA model for all spectra. This last strategy was applied

by J. Klus et al. as they processed a reduced data matrix

(2,500×26,000), obtaining a new system of coordinates, and then, the

whole data set (22,500× 26,000) is predicted by obtaining a new

scores matrix [106]. Finally, S. Moncayo et al. applied PCA analysis for

the multivariate hyperspectral analysis of a megapixel LIBS image (~2

million×2048) as a new data processing methodology. PCA is applied

to analyze a mineral turquoise sample using a computer server

(RAM > 256 GB), although similar results and conclusions were found

with an office computer after applying strategies to reduce the com-

puter requirements. PCA was demonstrated to be a powerful tool cap-

able of identifying the main mineral phase of the sample. PCA is also

useful for detecting experimental issues and artifacts (such as matrix

effects and saturation); PCA allows for identification of isolated pixels

associated with one or several elements. More importantly, PCA im-

proves data extraction by obtaining mask images associated with the

main phases [58].

On the other hand, PLS relates the X and the Y (concentrations as

responses) matrixes, establishing a calibration model. The concentra-

tion of a new set of samples is then predicted. PLS has been applied to

analyzing LIBS-based images for the prediction of semi-quantitative

chemical maps of different types of samples. To calibrate the models, a

set of LIBS spectra are used as the X matrix, and the reference response

is usually obtained by bulk analysis with other techniques or by using

reference materials. After the calibration, the concentrations of spa-

tially resolved data sets are predicted and transformed into semi-

quantitative element maps. This methodology has been applied, for

instance, in the food industry [64,71,90] for the analysis of the calcium

in infant formula, the content of copper in meat, and the sodium and

potassium in beef using pellet samples. The use of pellets improves the

homogeneity and reduces the matrix effect, which is a good strategy

when a “bulk” analysis is desired; however, the spatial information is

lost. PLS regression has also been applied to the analysis of hetero-

geneous samples without any preparation, as shown in the works of C.

D. Quarles et al. [76] and K. Kuhn et al. [132]. The first study analyzed

the fluorine content on a small area (16mm2) of a rare earth element

(REE)-rich mineral, comparing the accuracy and precision of the PLS

model with univariate analysis. The second example used PLS to obtain

the element distribution of several metals as well as phases or mineral

distributions of drill core samples at larger scales (1m and 5 cm in

diameter). All these studies demonstrate that PLS regression can im-

prove the quantitative univariate results but also indicate that matrix

effects are its main limitation.

Another approach based on self-organizing maps (SOM) has been

recently developed both for the qualitative identification of the mi-

neralogical composition of a wall painting fragment [104]. The SOM

algorithm uses as inputs the intensities main emission lines of the ele-

ments in the sample and assigns each spectrum to the closest neuron, in

a competitive way. The coordinates (elements considered) of winning

neurons provide the average composition of the spectra within the

cluster allowing the characterization and discrimination among mineral

phases. More recently, the group of V. Palleschi applied SOM coupled

with CF-LIBS in order to provide a quantitative map such sample [133].

In this context, the spectra assigned to each cluster were averaged and

their corresponding elemental composition were obtained by CF-LIBS.

Although not able to assess the fine compositional variations inside the

different cluster, this approach reproduces well the texture of the

samples with a reasonable precision of about± 1% on the major ele-

ments and proportionally higher on the minor and trace elements.

4. LIBS imaging applications

4.1. Geomaterials

4.1.1. Paleoclimate studies

To develop a rich understanding of past, present and future climates

and their environmental impacts, accurate analytical methods capable

of analyzing a wide range of geological samples with different

morphologies, ages and provenances are firmly required. Such analysis

remains a major challenge from a technical point view, mainly because

of the diversity in samples. LIBS-based imaging studies have provided

important information in the field of Earth science, showing its po-

tential to characterize climate proxies in paleoclimate investigations.

This research topic has been largely explored by the LIBS community,

and we focus only on the most recent works. To distinguish between

species generated in dry or wet climate periods, M. Wang et al. [50]

carried out a LIBS-based imaging analysis on carbonate rocks to study

the geochemical content by analyzing the Mg/Ca and Sr/Ca ratios. T.

Xu et al. performed similar experiments in carbonates, clays and sili-

cates to show the elemental distribution of various elements (Si, Al, Fe,

Ca, Mg, Na and K) in shale pellets [69]. Their results provided evidence

regarding the depositional environments and the sedimentary pro-

cesses. In the context of planetary exploration, crucial information

could be obtained from volcanic Martian analog basaltic rocks. As a

proof of concept, in Mars-simulated conditions, C. Lefebvre et al.

identified various mineral depositions by the elemental intensity ratios

in a 3D LIBS configuration [114]. A recent study of N. Hausmann et al.

showed consistent changes in the Mg/Ca elemental ratios of marine

mollusk shells observed on LIBS maps with an LOD of approximately

100 ppm [65]. An article recently published by M.A. Sperança et al.

studied coprolite and fossil samples within geological periods from the

Permian to the Oligo-Miocene to determine the diet and interaction

with the environment of extinct animal species by analyzing their P and

Ca contents [66]. Finally, the possibility of imaging large-scale spe-

leothems and coral samples has been demonstrated by J.O. Cáceres

et al.: in this work, the authors measured sections of approximately

20 cm2 with a lateral resolution of 15 μm and estimated LODs in the

range of 10 ppm on a speleothem and a coral skeleton, which resulted

in megapixel elemental images (c.f. Fig. 4a). Their findings for the Mg,

Sr, Fe, Mn, Al and Si contents revealed laminar structures related to

vegetation and climatic variations throughout the years [56].

4.1.2. Mineralogy

Similar to paleoclimate applications, LIBS-based imaging has also

provided important information in the study of minerals and rocks.

Several studies have examined chemical heterogeneities of mineral

samples to assess their elemental quantification, to classify minerals

and to establish their origin and provenance. Studies in recent years

have provided important information regarding the characterization of

rare earth element (REE) contents in ores. J. R. Chirinos et al. used a

tandem LIBS / LA-ICP-MS instrument to detect Ce, La, and Nd in 3D

compositional mapping and their isotopes, covering sample surfaces

sized<1mm2 [95]. More recently, S. Romppanen et al. investigated

the yttrium and several REE contents in various minerals on sample

surfaces sized several cm2 [100]. Fluorine has also been detected in a

Bastnäsite rock with an LOD of 135 ppm [76], and more recently in
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pellets [93]. Light elements (Z < 6) such as Li, Be, and B, have been

measured on petrographical hydrothermally altered spodumenes (Li-

pyroxene) and other minerals such as petalite or eucryptite with an

estimated LOD of approximately 240 ppm for Li [85].

A considerable amount of literature has also been published in the

mining industry field. Characterizing the spatial distribution of ele-

ments in ores provides clues to the sources of the ore and the deposition

processes. These data assist in the decisions for further prospects in the

field and the evaluation of the economic viability for ore extraction and

refining. M. Hoehse et al. examined heterogeneous chromium ores slabs

from Norway to study the distributions of Cr and Mg in the forsterite

phase (MgSiO4) [117]. The spatial distribution of Pb and S in the galena

phase (PbS) was analyzed by J. Novotný et al. in chalcopyrite stones

(c.f. Fig. 4b) [105]. B. Connors et al. performed on-site analyses of

sulfide minerals in different rich-gold rocks [52]. Mine waste drill cores

were investigated to identify metal enrichment and variability in li-

thological zones [132]. More recently, the contents of S, B, and As on a

Canadian mine core composed of several mineral phases was explored

by F. Trichard et al. [123]. The compositions of drill cores were also

investigated by K. Rifai et al., with special emphasis on the gold content

[72]. Space-resolved LIBS has been applied to the characterization of

cave walls, demonstrating the migrations of certain elements between

coralloids and bedrocks [118]. In addition, the capability of LIBS-based

imaging to obtain megapixels has been explored by S. Moncayo et al.

and C. Fabre et al. The first work analyzed a turquoise sample, pro-

viding the elemental compositions of Al, Fe, P, Cu and Si [58]. The

second work, by C. Fabre et al., analyzed a complex multiphase hy-

drothermal ore sample, identifying five different mineral phases on a

5 cm2 sample surface [126]. Minor and trace substituent elements as

well as REE (La, Y), were detected at the ppm scale and mapped on the

15 μm resolution LIBS images of> 2 million spectra, allowing authors

to obtain the signature of the ore source and deposition processes.

4.1.3. Archeology

Space-resolved LIBS analysis provides the means to understand and

characterize archeological samples including buildings, monuments

and objects of all sizes, comprising a great variety of materials. LIBS-

based imaging has been demonstrated to be of great interest in a wide

range of archeological applications such as authenticity and provenance

studies and diagnostics and characterization of artifacts for their con-

servation. There is one essential difference between modern and an-

cient material analyses in that an art object cannot be replaced. This

fact necessitates a great amount of technological innovation that

eventually boosted the development of the technique. Submillimeter

spatial resolution characterization of artifacts was reported in the study

of B. D. Strycker et al. [102] on buried objects and in the work of C.

Beresko et al., conducting 3D mapping with a 1mm Z-dimension to

reveal the spatial distributions of Na, Fe, and Pb [111]. S. Pagnotta

et al. investigated the state of conservation and production techniques

of ancient mortars by using 2D multi-elemental mapping of Na, Mg, Al,

Si, K, Ca, Ti Mn, and Fe [104]. More recently, O. Syta et al. identified

the archeological origin of medieval Nubian murals by analyzing the

elemental composition of blue painted layers. The elemental distribu-

tion of Cu and Na allowed the researchers to clearly distinguish be-

tween Egyptian blue and lapis lazuli pigments. In the same work, other

elements such as Al, Si, Ca, C and O were analyzed with LODs in the

range of 10 μg/g, allowing the archeologists to date and identify the city

provenance (Faras, Dongola, and Banganarti) in ancient artifacts based

on the production techniques used that reflect changes in their ele-

mental distributions [97].

Fig. 4. Optical images and corresponding LIBS elemental images for different geomaterials. a) Speleothem section of a 5×4 cm surface and the related 15-μm

resolution image of Sr normalized by Ca, revealing a laminar structure [56]. b) Chalcopyrite stone 25mm in diameter and the respective chemical image of Pb,

representing galena veins (PbS) across the cut [105]. c) Concrete section of a 5× 4 cm surface and the corresponding Ca distribution image, allowing for the

identification of aggregates [120]. The scale bars represent 1 cm.
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4.1.4. Cement and Concrete

The field of civil engineering also requires the application of spa-

tially resolved analyses in applications such as cement and concrete

surface analysis. LIBS-based imaging has been demonstrated to be an

alternative strategy that enables the elemental analyses of reinforced

concretes and mortars. It is widely known that reinforced concrete

structures seriously deteriorate due to chloride attack [134]. B. Šavija

et al. applied LIBS elemental images to determine the distributions of

chloride on different types of reinforced concretes, covering a surface of

200 cm2 to provide insight into the mechanisms of deterioration. Mul-

tielemental analysis of chloride with Na, C, Ca, O, Fe distributions al-

lowed the researchers to understand the influence of mechanical cracks

on chloride ingress to prevent concrete deterioration [88]. S. Hong

et al. performed a similar study, investigating the 3D distribution of

chloride and comparing their findings with those of a more conven-

tional geophysical method, i.e., ground penetration radar analysis. The

researchers found a good correlation between both techniques [135].

More recently, the potential of LIBS to discretize phase boundaries in-

side heterogeneous mortars and concretes has been evaluated by C.

Gottlieb et al.; an example of the reported images is presented in Fig. 4c

[120].

4.2. Industry

4.2.1. Metallurgy

The chemical compositions of iron and steel products define their

physical properties with a very close tolerance. LIBS-based imaging has

been largely explored in the iron and steel industry for the composition

control of both raw materials and complex pieces, ensuring the op-

erational and commercial purposes of these materials. I. Lopez-Quintas

et al. reported 3D elemental images of Fe, Cr, Ni and Mn to assess the

compositional differences in volume of a complex heterogeneous en-

gine valve [94]. The influence of surface roughness on different stain-

less steels by LIBS-based imaging was also evaluated by the same group

[136]. Additionally, F. Boué-Bigne et al. demonstrated the possibility of

using LIBS as a method complementary to human-perception in the

study of cementite network boundaries by analyzing high carbon steel

products in two consecutive works [98,99]. More recently, U. A. Taparli

et al. performed in-situ measurement of the heat affected zone during

tungsten-inert-gas (TIG) welding processes on austenitic stainless steels.

The elemental repartition allowed them to understand the process and

resolve the defects in the weld pool during the solidification process

[137]. Certain applications also require spatially resolved analysis, as

for sorting metallic materials in recycling and recovering precious or

hazardous pieces. R. Carvalho et al. evaluated the compositions of small

size components present on printed circuit boards (PCB), demonstrating

multielemental detection of Al, Au,Ba, Ca, Co, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na,

Ni, Sb, Si, Sn, Ti and Zn [61]. Another interesting and challenging

application is the analysis of hardfacing alloys, which are alloys on

which a coating of hard material has been deposed by welding or

joining to improve its wear properties. J. A. Varela et al. succeeded in

observing the partial dilution of tungsten carbide spheres in hard

coatings with different concentrations by conducting both W analysis in

2D mapping and depth profiling [91]. J. Li et al. analyzed 22 steel

samples using LIBS and LIBS-LIF, performing Cr, Ni and Fe mapping on

6mm2 sections [119]. Other alloys and metallic materials have also

been analyzed by LIBS-based imaging. The dealloying process of brass

pieces in 3D experiments demonstrated a decrease of Zn intensity near

the surface [70]. V. N. Lednev et al. proposed the multielemental

analysis of nickel alloys reinforced with tungsten carbide, showing the

distributions of Ni, Fe, Cr, Si, W, Co and C [55]. The characterization of

thin layers has also been investigated to evaluate the compositions of

thin films of copper on glass and thin films of yttrium, barium, and

copper oxide on MgO substrate [63]. An example of the results reported

in this reference is shown in Fig. 5a.

4.2.2. Batteries, semiconductors and crystals

LIBS-based imaging has also been applied in the electronic and

Fig. 5. LIBS elemental images for different industrial samples. a) 6-μm resolution fs-LIBS images of Ba, Cu and Y-O diatomic molecular emissions from a micro-

patterned YBCO thin film on a MgO substrate section of 800×800 μm2 surface [63]. b) Layer-by-layer LIBS elemental images of the Al/La atomic ratio of a solid-

state lithium-ion LLZO electrolyte prepared under specific conditions (6 h of annealing) [83]. c) Optical images of alumina refining catalyst supports impregnated by

asphaltenes under different conditions and the corresponding 30-μm resolution LIBS images of the Al matrix and the V, Ni, and C distribution maps [130].
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semiconductor fields for the evaluation of component performance and

to improve the production processes. Li-ion batteries were investigated

in two recent works. First, H. Hou et al. analyzed the distribution of

several atomic ratios of major and minor elements in a solid electrolyte

matrix under different conditions. Authors reported the presence of

impurities, compositional changes, and gradients in Li/La, Zr/La, and

Al/La ratios (c.f. Fig. 5b) [83]. Second, P. Smyrek et al. explored the

complementarity of LIBS mapping combined with depth-profiling

techniques to develop a new battery cell architecture design by ana-

lyzing the Li-ion diffusion kinetics within the cathode [89]. S. Imashuku

et al. reported a poorly resolved but quantitative repartition of Li on a

LiCoO2 cathode by using standard analysis by ICP [138]. The char-

acterization of semiconductors and crystals has also been a matter of

ongoing research. S. Darwiche et al. analyzed elemental impurities in

different solid silicon substrates for a deeper understanding of pro-

duction processes of photovoltaic grade silicon [77]. The authors made

an original contribution, reporting the distribution of a boron dopant

with an LOD of approximately 2.10−4mg/g. The findings of J. Li et al.

revealed the dopant distribution in Yb-doped fiber [82]. In another

work, the purpose of E. Kim and H. Lim was to determine and visualize

the Zn content in SiO2 fibers to develop electronic polycarbonate con-

ducting polymers [139]. These results showed significant hetero-

geneities in the Ca and Si distributions and no correlation between Zn

and Si. Then, P. Škarková et al. focused on determining the Cd toxicity

and bioaccumulation in aquatic plants dissolved from Cd-based

quantum dots at different pH, even in nanoparticles with no visible

luminescence [140]. A study of B. Wiggins et al. presented 2D milli-

metric mapping of Li, In, Se, Na, Ca, K in Li In Se2 crystals using a

multielemental approach to identify inclusions [84]. Finally, the tita-

nium distributions in Ti-doped sapphires grown by Czochralski and

Kyropoulos techniques have been analyzed by G. Alombert-Goget et al.,

showing different radial profiles of Ti4+. These results provide valuable

insight into controlling the growth process to increase the quality of

Ti:sapphire materials [129].

4.2.3. Catalysis

The petroleum industry and especially researchers focused on solid

heterogeneous refining catalysts require techniques able to provide the

elemental distributions of active elements or poisons to increase the cat-

alyst performance. Light elements such as S and C cannot be easily de-

tected with the commonly used EPMA at the same speed. Since it was first

reported in 1999 by the group of J. Laserna, the analysis of catalysts has

been explored in several LIBS-based imaging works [37,40–42],

[130,131]. In general, the use of LIBS offers faster analysis directly under

atmospheric pressure with quantification limits 60 times lower than those

of EPMA. Our group recently published three papers evaluating the ap-

plication of LIBS-based imaging in the petroleum industry. First, we stu-

died the distribution of Pd within typical alumina catalysts, demonstrating

the quantification capability of LIBS over a large dynamic range from the

% to the ppm scale with an LOD of 18 ppm for Pd in a single-shot con-

figuration [131]. These results were then used to estimate the catalyst

crust thickness (related to the apparent activity) by a methodology derived

from conventional EPMA analysis [141]. Our last paper regarding this

topic analyzed the internal diffusion of asphaltenes in mesoporous alu-

mina catalysts supports. We showed the micrometer spatial distributions

of S, Ni, V, C and Al (c.f. Fig. 5c), and proposed a new methodology to

study the transport and reactivity in catalysis, aiming to enhance the de-

sign of reactivity models at the pellet scale [130].

4.2.4. Nuclear field

The advantages of performing remote and in-situ analysis under

dangerous environments make LIBS-based imaging a suitable technique

for analyzing nuclear materials. C. Li et al. reported two studies con-

ducted for the Experimental Advanced Superconducting Tokamak

(EAST) magnetic fusion energy reactor. The first study focused on the

2D distribution and depth profiling of Li deposition in plasma-facing

materials [74] and the second to studied the distributions of impurities

(H, O, Ar, K, Na, and Ca) of a co-deposition layer of Li-W used in the

reactor walls [59]. X. Wang et al. investigated the fractionation long

term behavior of Mo, Ca, Sr, Al, Fe and Zr and rare-earth elements such

as Eu, Nd, Pr and La on a Mo-rich nuclear waste glass-ceramic [81].

Recently, researchers have shown an increased interest in studying the

U distributions in geological materials. J. Klus et al. reported U dis-

tributions in sandstone ores with an estimated LOD of 0.26%wt. [106].

Finally, B. T. Manard et al. performed LA-ICP-MS and LIBS in tandem to

map and characterize U particles at concentrations down to 0.01% in a

mixed powder of U oxide and iron/nickel with potential application for

nuclear forensics and materials safeguards [78].

4.3. Biomedical

Biomedical applications appear to be one of the most promising

fields for the development of LIBS-based imaging. The capability of

LIBS to obtain in situ multielemental (endogenous or exogenous) tissue

images has received increased attention. Several reviews regarding the

application of conventional LIBS analysis of biological specimens have

already been published [142–146] and therefore, we only describe the

latest published works.

4.3.1. Biology: preclinical evaluation of metal-based nanoparticles

Our group has previously demonstrated the biodistribution of na-

noparticles (NPs) in murine kidneys, aiming to analyze trace elements

in biological tissues at microscopic spatial resolution for routine ele-

mentary investigations [43,44]. Several articles have followed the

technical evolution, reporting the most important improvements of this

methodology (c.f. Fig. 6a) [44,128,147]. Currently, the technique al-

lows for different types of soft material analysis such as multielemental

3-D images, either by volume reconstruction or in-depth analysis (c.f.

Fig. 6b) [113], working in a complementary way with conventional

imaging techniques, i.e., transmission electron microscopy and fluor-

escence microscopy [73], studying the distribution of gold-based NPs in

various organs such as the kidney, liver and spleen [148] and assessing

the biodistribution of endogenous metals trapped in modified NPs

[149]. The mechanisms of tumor targeting have also been recently in-

vestigated as shown by A. Detappe et al. and S. Kunjachan et al. in Gd-

based and Au-based NP tumor penetration, respectively [150,151].

4.3.2. Medical: assistance with diagnosis

The complementarity of LIBS-based imaging with routine histo-

pathological analysis may assist in producing a rapid and accurate di-

agnosis. This technique is especially suitable when foreign substances

contained in human specimens are found by the pathologist, which in

some cases may lead to misdiagnosis or insufficient diagnosis. So far,

very little research has been carried out and only a small number of

works have been published. The large majority of human biopsies are

stored in paraffin; S. Moncayo et al. reported the proof of concept of

complementarity LIBS-based imaging and conventional histopathology

by analyzing endogenous elements in paraffin-embedded skin biopsies

[125]. B. Busser et al. also identified exogenous metals such as W, Ti, Al

or Cu in a granuloma, a pseudolyphoma and skin biopsies containing

foreign pigments [75]. Finally, M. Bonta et al. proposed the combina-

tion of both LIBS and LA-ICP-MS techniques for the analysis of malig-

nant pleural mesothelioma samples, aiming at extending LIBS detection

capabilities [79,80].

4.3.3. Vegetal materials

As discussed above, several reviews have addressed space-resolved

LIBS applications on vegetal samples [142–144]. The most recent ap-

plications, mainly presented by the group of Kaiser, have focused on

studying the absorption of metals and their transport in plants. L.

Krajcarová et al. showed the distribution and accumulation of copper in

stems [107] and silver NPs in roots [54]. Further analysis of cadmium
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toxicity and accumulation were reported by P. Modlitbová et al. [108].

Finally, the absorption and diffusion of pesticides in plant were re-

ported by C. Zhao et al. in 2D and 3D analyses [53]. There is a re-

cognized need for developing methods to study the distribution and

accumulation of micro- and macronutrients for direct, rapid plant nu-

trition diagnosis. M. B. Bueno Guerra et al. proposed the direct analysis

of dried sugar cane by energy dispersive X-ray fluorescence (EDXRF)

and LIBS-based imaging to determine the microchemical distributions

of P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, B and Si in fresh leaves [60].

4.3.4. Forensic science

LIBS-based imaging has also been proposed as a useful tool in the

field of forensic science. Forensic evidence covers a wide range of

biological materials to be analyzed, and certain evidence requires

specific considerations regarding its manipulation and protection to be

admissible in court. A search of the literature revealed few studies re-

garding the use of LIBS in forensic applications. M. López-López et al.

explored a new non-destructive methodology to analyze gunshot to

preserve the evidence [57]. J-H. Yang et al. performed compositional

analysis to discriminate two overlapping fingerprints [67]. Following

the fingerprint analysis, M. Abdelhamid et al. developed a new method

to analyze fingerprints containing explosive residues by optical-cata-

pulting-LIBS [109]. To elucidate the cause of death, F. J. Fortes et al.

[62] determined the concentration of strontium in teeth. Finally, sev-

eral works have been conducted regarding food authenticity and se-

curity, preventing illegal adulteration [64,71,86].

5. Conclusion

In recent years, LIBS-based imaging has seen remarkable develop-

ment in terms of both instrumentation and applications. This approach is

indeed extremely versatile and simple to implement in comparison with

other space-resolved elemental techniques. The analytical performances

of this technique are obviously dependent on the experimental config-

urations used (type of laser focusing, spectrometers, and detectors);

however, several works have demonstrated the possibility of reaching

ppm-scale sensitivity with microscopic-scale resolution while ensuring a

fast acquisition rate (100Hz or above). Such performances are very in-

teresting from an application point of view, and there is no doubt that

LIBS imaging will continue to grow and extend in capabilities.

Therefore, with regard to the recent progress of this method, ele-

mental imaging may represent one of the major axes of the future de-

velopment of LIBS. Among the various reported applications, biome-

dical applications can certainly be considered to be the showcase of this

technology. There are so far two fields that have been explored in this

domain; the preclinical evaluation of metal-based nanoparticles and the

characterization of human specimens for helping medical diagnoses.

There are, however, numerous other applications that may represent

good opportunities for the LIBS community to progress and be pro-

moted by the biomedical domain.

Despites the numerous advantages of LIBS-based imaging, there are

still some technological barriers to overcome. In particular, the analysis

of complex materials (i.e., composed of several matrixes) still appears

to be challenging both in quantification and data processing. Further

studies dedicated to these issues need to be conducted, and the use of

calibration-free LIBS and advanced chemometric tools represent inter-

esting opportunities.
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