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Annexe 1 Matériel et méthodes

1.1 Microscope numérique Keyence

Les reconstitutions 2D et 3D d’images d’empreintes ont été réalisées a l'aide du
microscope Keyence pour les Figure 1.9 (b), Figure 1.10, Figure 1.18 (c), Figure 2.12,
Figure 2.13, Figure 2.14, Figure 2.18, Figure 6.8 au sein du manuscrit.

Ce microscope est un microscope numérique, c’est-a-dire que la visualisation de ’échantillon
se fait via une caméra et une optique grossissante. Tout I'intérét du microscope utilisé ici : le
VHX-5000, réside dans sa capacité a proposer des reconstitutions 2D mais aussi 3D des

échantillons.

REYENCE

Figure Annexe 1.1 — Microsocpe Keyence VHX-5000!

En effet, pour une zone définie, via des coordonnées, l'objectif se déplace de part en part de
cette derniere afin de reconstituer I'image d’un échantillon. Dans le cadre de notre étude les
empreintes sont des objets assez grands, et la reconstitution 2D permet d’obtenir avec une
tres bonne résolution une empreinte entiere.

Par ailleurs, il a aussi été réalisé des reconstitutions 3D des empreintes afin d’observer la
hauteur des crétes avant et apres révélation par fumigation (1.2.2). L’obtention d’une image

se fait grace a la trés grande profondeur de champ disponible sur le microscope. En effet, il
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est possible de définir une limite inférieure et supérieure selon ’axe z de ’échantillon afin de
procéder a la composition en profondeur de ce dernier. Le pas pour cette reconstitution est

fixe entre chaque image, la valeur choisie est de 0,1 pm.
1.2 Révélation d’empreintes

1.2.1  Révélation par brumisation avec un aérographe

La révélation d’empreintes via ’aérographe s’effectue de la maniere suivante :

Solution

Buse d’éjection
liquide + air
Gdchette

Air du
compresseur

Compresseur

Air du compresseur

Manométre
Figure Annexe 1.2 — Montage pour la révélation d’empreintes avec l'utilisation d’un aérographe

L’échantillon a révéler est fixé sur un support au fond de la hotte. La révélation s’opere par
le passage successif de I'aérographe sur I’échantillon. Pour ce faire, il suffit d’appuyer sur la

gachette pour pulvériser le liquide contenu dans le spray.
1.2.2  Révélation par fumigation

La révélation par fumigation est une technique standard de révélation qui permet de
visualiser et de rendre visible des empreintes « latentes » et qui présente 'avantage d’étre

compatible avec les protocoles d’extraction et d’analyse ADN.??

La fumigation de cyanoacrylate d’éthyle pour la révélation d’empreinte s’effectue en trois
étapes : (i) la premieére consiste a insérer les objets a révéler au sein de la chambre et de
stabiliser 'humidité relative aux environs de 80%, (ii) la seconde étape est le chauffage du
réactif de cyanoacrylate d’éthyle (et de Lumicyano® si on désire une révélation avec un
chromophore en une étape), (iii) enfin une purge est effectuée.

Toutes ces étapes successives ameénent a un cycle qui dure environ 40 minutes.
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.3. : Ventilateur

8 : Capteur d’humidité

4 I @ »: Eau

o) \
Hzc%o/\c,_‘a ¢ : Cyanoacrylate d’é&thyle
CN (+ Lumicyano si on veut une
Cyanoacrylate e révélation en une &tape)
d’éthyle g Lumicyano

(monomére) I ‘-'"‘
\ - /

Figure Annexe 1.3 — Représentation schématique d’une chambre de fumigation

La vaporisation du monomere d’éthyle cyanoacrylate, puis sa polymérisation sur 'empreinte
contribuent a augmenter le contraste de cette derniere. En effet, I’épaisseur d’une créte passe
d’environ 12 pm avant révélation a plus de 50 pm d’épaisseur. Dans notre cas, il n’a pas été

fait de post-traitement visant & augmenter le contraste avec 1'ajout d’un fluorophore.

856,06 WF‘

500,00

0,00um
0,00pm

Figure Annexe 1.4 - Empreinte révélée par fumigation : échelle macroscopique (a) et échelle microscopique (b) &

I'aide du Microscope Keyence

Le matériel utilisé pour les fumigations au sein de ce manuscrit est une cabine MVC 3000 de
Foster&Freeman avec du monomere de cyanoacrylate d’éthyle commercialisé par la société
CST.
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1.3 Montage pour la prise photo des échantillons

Les échantillons avant mais aussi apres révélation sont pris en photos a I’aide d’un montage

particulier.

a)

Lumiére blanche

Autre source
lumineuse
(UV ou visible)

b)

100 4— — - Filtre_orange_530nm -1.0
—— Emission jaune_vert
1—— Absorption jaune_vert P
80 -—— Apparence / 08 &
e —— Lampe a 470 nm 3
= ] [}
g 60+ F06 &
= £
k= 5]
E 40+ 04 =
c
T 20 -0.2 £
Do = o = - —— +0.0

T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600
Longueur d'onde (nm)

Figure Annexe 1.5 - Montage pour la prise de vue photo avec les deux types de sources de lumiéres utilisées (a)
et spectres : du Bodipy 512, de la lampe utilisée a 470 nm et de 'apparence résultante du signal avec utilisation

du filtre a 530 nm (b)
1.4 TImagerie Infrarouge

L’analyse non destructive des empreintes digitales requiert un équipement adapté :

I'imageur infrarouge.

Le siecle dernier a été le témoin d’une recherche intensive dans le domaine biomédical pour

ce qui est de l'analyse infrarouge a transformée de Fourier. Particulierement, la micro-
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spectroscopie infrarouge : combinaison entre spectroscopie infrarouge et microscopie. En effet,
dans le cas des tissus humains, la visualisation et ’analyse non destructive offrent des
avantages conséquents. Cette technique permet d’accéder a une analyse résolue spatialement
qui apporte des informations non seulement structurelle mais aussi sur la composition. Cette
derniére se présente sous la forme d’une image ou chaque pixel possede 3 dimensions. Les
deux premieres définissent la taille du pixel, la troisiéme est la donnée spectroscopique de

l’analyse sur la gamme sondée.

TN
Spectre IR
Cube de données
Cartographie IR Distribution

(grille de pizxels) spatiale
du signal IR

Figure Annexe 1.6 — Acquisition d’une cartographie IR a 'aide d’un imageur IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est basée sur l'absorption, par
un échantillon, d'un rayonnement infrarouge. Et ’absorption des vibrations caractéristiques
des liaisons chimiques permet, via cette technique, de déterminer la présence de certaines
fonctions chimiques présentes dans la matiere. Le principe de la spectroscopie FTIR repose
sur I'absorption du rayonnement infrarouge lorsque la longueur d'onde (1'énergie) du faisceau
devient égale a 1'énergie de vibration de la molécule. Le domaine infrarouge sondé va de 4000
cm™ & 700 ecm™ (2,5 — 25 pm). Il existe deux principaux types de vibrations pour des molécules
possédant un moment dipolaire non nul : les élongations (stretching) le long de I'axe de la
liaison, et les déformations (bending) entrainant une modification de l'angle entre deux
liaisons adjacentes, qu’elles soient dans le plan ou hors du plan. Ces élongations et

déformations peuvent étre symétriques ou bien asymétriques.

L’analyse infrarouge est une technique photonique rapide qui a l'avantage de permettre
I’obtention d’une image contrastée basée sur les différences de composition chimique. Ces
différences sont observables apres définition de parametres spectraux spécifiques. En effet, les
fausses couleurs d’une cartographie dérivent directement des bandes caractéristiques de

groupement(s) chimique(s).

L’imagerie infrarouge comme n’importe quelle technique de microscopie possede une

limitation quant a 'image obtenue due au parameétre de la résolution spatiale latérale. Cette
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derniére définit le type d’objet qui peut étre étudié. La résolution spatiale est restreinte par

la limite de diffraction, qui est de 'ordre de la longueur d’onde de la lumiere.

A
Ax > 0,61 X ——
n sin6

Equation Annexe 1.1 — Calcul de la limite de résolution pour 'imagerie IR

Ax est la distance séparant deux objets, n I'indice de réfraction du milieu entre 'objectif et
I’échantillon. © est I'angle accepté pour l'objectif. Enfin le terme n.sin® est communément

appelé 'angle d’ouverture numérique de ’objectif.

L’Equation Annexe 1.1 dérive du critére de Rayleigh qui postule que deux points sont résolus
tant que le centre d’au moins une zone d’Airy coincide avec le premier minimum de la

premiere zone d’Airy.

L’appareil utilisé pour les acquisitions est 'imageur Spotlight 400 FT-IR Imaging system de
Perkin Elmer. Le recours a un imageur nécessite de déposer les échantillons sur des lames
recouvertes de 20 nm d’Ag, car ces dernieres possedent une bonne réflectivité dans le domaine
de l'infrarouge. Les images obtenues possedent des pixels de 6,25 pm sur 6,25 pm et ont été
acquises avec 8 scans par pixels. Les spectres obtenus quant a eux ont une résolution de 1

cm™.

Figure Annexe 1.7 — Imageur Spotlight 400 FT-IR Imaging system de la marque Perkin Elmer

1.5 Spectroscopie

1.5.1  Spectroscopie de fluorescence

Les spectres d’émission et d’excitation ont été enregistrés via un spectrofluorimetre
FluoroLog de la marque HORIBA JOBIN-YVON. La source d’excitation est une lampe a arc
Xénon de 450 W, dont le domaine spectral s’étend de 200 nm a 850 nm. Les bandes passantes
des monochromateurs d’excitation et d’émission sont ajustées séparément au moyen de fentes
allant de 0,25 & 5,0 mm (les fentes pour les mesures ont été fixées a 1,1 mm). La fluorescence

est détectée a I'aide d’'un photomultiplicateur qui peut étre refroidi par un Peltier.
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Les spectres d’émission et d’excitation sont corrigés de la variation spectrale de I'intensité
d’excitation ainsi que de la sensibilité de détection selon : Ipw, = (Sc)/R et Ie = S/(R.) pour
I’émission et I'excitation respectivement (S est le signal brut détecté, R est une fraction du
faisceau d’excitation prélevée sur le signal brut grace a une lame semi-réfléchissante qui est
placée sur le trajet optique et qui est recueillie sur une photodiode, ¢ correspond au fichier de
correction rendant compte de la différence de sensibilité du détecteur selon la longueur
d’onde).

Pour wune étude spectroscopique en solution, le signal d’émission est collecté
perpendiculairement a l'excitation. Pour des échantillons « solides », sur lame, le porte
échantillon est positionné avec un angle de 60 degrés par rapport a ’excitation. Et ce méme

dans le cas de l'utilisation d’une cellule thermostaté (voir figure ci-dessous).

Air sec
Excitation -
Collection du signal
Arrivée d’eau

Sortie d’eau

Sonde de température

Figure Annexe 1.8 - Montage pour des mesures en température au sein du spectrophotometre

1.5.2  Spectroscopie d’absorption

Les spectres d’absorption en solution ont été enregistrés sur le spectrophotometre UV-
Vis Cary 100 de chez Agilent Technologies. Le domaine spectral des deux lampes utilisées
(arc deutérium pour I'UV, halogéne au tungsténe pour le domaine visible et le proche
infrarouge) est compris entre 175 et 3300 nm, avec une précision inférieure a 0,05 nm. Les
cuves utilisées sont en quartz avec les quatre faces polies et transparentes, de trajet optique

1 cm et de volume 4 mL.
1.5.3  Mesure de rendement quantique sur échantillon solide

Les mesures et la détermination des rendements quantiques sur échantillons solides a
été réalisé a 'aide de la sphere d’intégration « Quanti-phi » de la marque Horiba. L’intérieur
de la sphere est en spectralon. Cette sphere est un accessoire du Fluorolog-3 utilisé pour les
mesures d’émission de fluorescence et fonctionne avec les méme caractéristiques que celle du

spectrophotometres pour ce qui est des conditions d’acquisition.

Les échantillons ont été déposés sur des lamelles de Quartz réutilisables, puis disposés au sein

d’un support en Téflon avant d’étre intégrés au module.
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1.5.4  Mesure de I’absorption sur échantillon solide

Les mesures des échantillons en absorption ont été effectuées a 'aide d’une sphere
d’intégration. Cet accessoire est adapté au spectrophotometre Cary 5000 et il est utilisé pour

des mesures en réflectance. L’intérieur est en PTFE et la zone d’analyse est de 8x12mm.
1.6 Microscopie confocale

Le principe du microscope confocal a été proposé en 1957. II sera utilisé
expérimentalement & partir de 1980 suite au développement de sources laser adaptées ainsi
qu’aux progres en électronique et informatique. Cette technique s’est tres vite imposée comme
un outil indispensable en biologie car elle permet 'observation de structures microscopiques
dans des échantillons biologiques transparents épais (cultures cellulaires ou des tranches de

tissus).

Lors d’une excitation par une source lumineuse, typiquement dans le domaine du visible ou
de l'ultraviolet, celle-ci traverse la quasi-totalité de I’échantillon. Ainsi, la fluorescence est
émise par tout I’échantillon, c¢’est-a-dire par les plans inférieurs, le plan de focalisation et les
plans supérieurs. Cependant, le signal qui provient des plans non-focaux crée un signal
indésirable. Il est possible d’éliminer la majorité de la fluorescence parasite via un trou de
filtrage placé avant le détecteur et dans le plan focal de I'objectif du microscope. Ce trou, «
le pinhole », permet d’obtenir non seulement une trés bonne résolution axiale mais aussi une

amélioration des résolutions latérales.

Le microscope confocal se caractérise ainsi par des capacités de résolutions au niveau
tridimensionnelles. Ces derniéres donnent 1'opportunité de pouvoir imager des échantillons

biologiques avec peu de bruit de fond et une meilleure résolution.

Il est admis que 'intensité d'une onde électromagnétique se propage dans un milieu
absorbant en suivant la loi de Beer-Lambert : I = I exp(-€z) (ou I est Uintensité initiale,
e le coefficient d’extinction molaire et z la distance parcourue dans le milieu). La majorité
des composants biologiques possedent des coefficients d’absorption élevés dans les domaines
sondés (visible et ultraviolet), ce qui a pour effet une profondeur de pénétration tres limitée
dans des échantillons biologiques (< 50 pm). Un des problemes majeurs lié a cette
configuration est la dégradation tres rapide des échantillons biologiques vivants sous un mode
d’excitation type monophotonique (photo-toxicité, photo-blanchiment, saturation,
échauffement etc.). Les photo-dommages ont lieu sur tout le trajet du faisceau, par conséquent

méme en dehors de la zone d’étude.

Par ailleurs, 'obtention d’une image dépend aussi de la résolution du pixel. La résolution
maximale est définie par la distance minimale entre deux points discernables. On peut la

calculer selon les relations suivantes :
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Figure Annexe 1.9 - Calcul de la résolution optimale d'un pixel

Basé sur le calcul de la résolution optimale, la taille d’'un pixel optimal est définie comme
r/23.

A
y
X
Platine
Empreinte
Lamelle - Plan focal
Sur-platine galvo —

Objectif 4 immersion
(huile)

Figure Annexe 1.10 - Montage de 1'échantillon sur le microscope confocal

Les empreintes sont déposées sur des lames de verres, puis révélées en utilisant I’aérographe.
Pour I'analyse couplée entre I'imageur IR et le microscope confocal Figure 3.12 et Figure

3.13, on recouvre I’échantillon d’une lamelle de verre haute résolution 1.5 HR.
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Dessus de la lame Dessus de la lame
(coté Ag) (cété Ag) Dessous de la lame

| }

T T f

Dessus de la lame
Dessous de la lame Dessous de la lame o
(coté Ag)

Figure Annexe 1.11 - Transfert de I'empreinte aprés le dépot et 'analyse IR (Ag est un acronyme de Argent)

Les échantillons sont ensuite observés sur un microscope confocal spectral SP5 AOBS Leica,
équipés d’'un laser Argon disposant d’une bande d’excitation a 475 nm. Le microscope est
équipé d’un module spectral et 3D. Un PMT interne (photomultiplicateur) au microscope
permet de récupérer le signal de fluorescence. Les échantillons sont observés avec un objectif

40 a huile avec une ouverture numérique de 1,40.

Les spectres d’émission sont obtenus en réalisant des acquisitions successives ciblant une
réception sur le PMT, avec une ouverture de pinhole d’un valeur de 1 Airy, sur un intervalle
de 490 a 650 nm grace au déplacement une bande de détection de 5 nm tous les 5 nm. Les
acquisitions sont ensuite analysées avec le logiciel Leica LAS (version 2.7.1), pour pouvoir
définir des ROI et reconstruire le spectre d’émission dans la zone sélectionné. Le logiciel trace
I'intensité dans la ROI en fonction de la longueur d’onde. Les données brutes sont ensuite

exportées et traitées sous Origin®.

La réalisation de coupe 3D (Z stack) quant a elle est obtenue en réalisant des acquisitions
tous les 0,17 ou 0,13 pm sur la totalité de la hauteur de 'empreinte grace a un piezo et les
acquisitions sont ensuite analysées sur le logiciel LAS Leica pour obtenir une reconstruction
3D.

1.7 Mesures de durée de vie

1.7.1  Montage PPSM

La durée de vie se définie comme le temps moyen pendant lequel le fluorophore reste
a l’état excité. Ce temps peut varier de quelques dizaines de picosecondes a quelques centaines
de nanosecondes. Il est caractéristique de la nature, de l’état chimique ainsi que de
Penvironnement du fluorophore. Parmi les techniques de mesure de la durée de vie de
fluorescence, la fluorimétrie impulsionnelle a été celle utilisée. Cette technique excite

I’échantillon par un train d’impulsions lumineuses trés courtes qui sont délivrées par un laser.

La durée de vie de fluorescence est mesurée via la technique du comptage de photons uniques

corrélés en temps. Avec cette méthode, la probabilité de détecter un photon a un temps donné
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apres une impulsion d’excitation est proportionnelle a I'intensité de fluorescence a ce temps
t. La mesure et la conversion des intervalles de temps entre 'excitation et la détection d’'un
photon, en des signaux d’amplitude proportionnelle, permet de reconstruire la courbe de

déclin de fluorescence.

Doubleur St Laser Laser pompe

Iripleur 4 MHz TiSa Argon ionisé

Retards

CAD —/ TMCA

I—Jﬂ:'—_ m PM D —m

LR [
Echantillon

Figure Annexe 1.12 - Montage au sein du PPSM pour les mesures en durée de vie en fluorescence

Le montage utilisé pour mesurer les déclins de fluorescence est disponible sur la figure ci-
dessus. Deux sources d’excitation : deux lasers accordables a modes bloqués qui délivrent des
impulsions de 1,3 ps de largeur & mi-hauteur pour I'un, et 100 fs pour 'autre. Ensuite, le
faisceau passe dans un module possédant des cristaux non linéaires permettant de doubler et
de tripler les fréquences. Parmi les longueurs d’onde d’excitation accessibles, la gamme entre

420 et 550 nm sera utilisée.

Puis le faisceau laser traverse un rotateur de Fresnel qui fait tourner le plan de polarisation,
avant de passer par un jeu de miroirs et enfin d’arriver a ’échantillon. La fluorescence, apres
un passage a travers un analyseur, est collectée a 90° par rapport au faisceau d’excitation.
Les longueurs d’ondes sélectionnées pour l'observation sont collectées grace a un
monochromateur & réseau holographique (Jobin-Yvon H10). Des filtres sont éventuellement
utilisables pour isoler le signal de fluorescence de la diffusion parasite du faisceau laser. Les
photons de fluorescence sont détectés par un photomultiplicateur (PM) & galette de micro-
canaux (Hamamatsu Multi Channel Plate R3809U).

1.7.2  Imagerie de durée de vie avec le microscope confocal (ISMO & CLUPS)

Le microscope confocal spectral est couplé a un laser pulsé accordable bi-photon
chameleon de chez Cohérent, utilisés pour les études de durée de vie de fluorescences.
L’excitation de nos échantillons est réalisée a 800 nm. La détection des photons se fait soit
au moyen d’une photodiode a avalanche (SPAD) de chez Picoquant positionnée sur le port
arriére fibré de la téte de scan du microscope, soit a ’aide d’un détecteur hybride Leica interne

a la téte de scan. La sélection de la longueur d’onde d’émission s’effectue soit en ajoutant un
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filtre devant la photodiode soit en sélectionnant la gamme de longueur d’onde grace a ’AOBS
interne au microscope pour le détecteur interne. Ces détecteurs sont reliés a un module
Picoharp 300 de chez Picoquant synchronisé avec le laser bi-photon afin de réaliser le
comptage des photons corrélées en temps, pixel par pixel. il est ainsi possible d’estimer les
durées de vie en chaque pixel de 'image. L'acquisition et I'export des données brutes sont
réalisés sur le logiciel Symphotime de chez Picoquant. Le traitement des données est ensuite

réalisé sous Origin ®.

1.8 Granulométrie laser (SYMPATECH)

La diffusion de la lumiere est utilisée depuis de nombreuses années afin d’étudier la
taille de divers objets. La diffraction de la lumiere laser résulte de I'interaction entre la lumiere
et les particules. Cette derniere peut étre décrite mathématiquement par la théorie de
Fraunhofer ou la théorie de Mie. La diffraction laser s’intéresse a la relation entre la taille
d'une particule et 1'angle et l'intensité de la lumiere diffusée. La lumiere sera diffusée plus
intensément et avec un angle plus faible par les grandes particules que par les petites. Et
pour une particule sphérique, la figure de diffraction montre une structure spécifique en

anneau.

Dans le cadre de la théorie de Mie et Fraunhofer plusieurs approximations sont considérées
parmi lesquelles : les particules sont sphériques (i), les particules ont un diameétre supérieur
a la longueur d’onde (ii), les particules sont correctement dispersées (iii), les particules

diffractent la lumiere quelle que soit leur taille (iv).

A
>

Réflexion Réfraction

Figure Annexe 1.13 - Diffraction laser sur une particule

Dans le cadre de l'appareillage utilisé, 1'analyseur ne mesure pas lui-méme la taille des

particules, mais 1'angle et l'intensité de la lumiere diffusée par les particules de I’échantillon.
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Par la suite, toutes ces informations sont entrées dans un algorithme, qui s'appuie sur la
théorie de la diffusion de Mie pour convertir les données de diffusion de la lumiére en résultats

de taille de particules (Equation intégrale de Fredholm).

a) b)

Source Laser

Manométre
. Module Module optique
Dispersion 3 Détecteur Ptiq
. optique & détecteur

Source laser

Flux des
particules

Banc réglable
(distance de travail)

Spray
Figure Annexe 1.14 - Montage utilisé pour les mesures réalisées avec la société SYMPATECH : schéma théorique
(a), montage pratique (h)’

Les données issue des expériences de granulométrie sont présentées sous la forme de densité
de distribution et sont calculées de la maniere suivante par le logiciel de la société
SYMPATECH :

En premier lieu, on obtient une courbe cumulative. Cette derniere est définie comme :

Fraction de la quantité de particules sur lintervalle (x . —x;)
min

Qr(xi) =

Quantité totale de particules (X, — Xmax)

Equation Annexe 1.2 - Calcul de la cumulée de distribution avec xila particule considérée, Xmin et Xmax pour les
bornes minimales et maximales de Pintervalle considéré, et r pour « la dimension » regardée (r=0 pour le nombre,

r=3 pour le volume)’

La fraction est une quantité de particules et non une opération mathématique. La cumulée
Q:(x) représente en abscisse les diametres des particules et en ordonnée le pourcentage cumulé
de ces diametres dans I’échantillon.

A partir de cette cumulée il est possible d’obtenir une densité de distribution pour chaque

diametre de gouttes au sein de l'intervalle i, par :

) _ Qr(xo,i) - Qr(xu,i)

Xo,i — Xu,i

qr(xmj

Equation Annexe 1.3 - Calcul de la densité de distribution ot xuiest la valeur moyenne inférieure des particules
sur l'intervalle considéré, x.iest la valeur moyenne supérieure des particules sur l'intervalle considéré, xm;est la

valeur moyenne médiane d’une classe’
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La courbe de densité de distribution indique la ratio d’une classe. Cette classe correspond a
une gamme de taille de particule xu;, qui est calculée a chaque pas de 1 pm sur la totalité de
Iintervalle i considéré. L’intervalle i, représente la gamme de diametres sondés par exemple
de 3 a 10 pm.

Pour des questions de facilité de représentation graphique, il a été choisi de tracer les densités
de distribution en échelle logarithmique. La relation mathématique qui relie ¢, et q.* est

définie ci-dessous, avec la transformation sur I'axe des abscisses :

qr * (xm,l,q) = Xm,lg " 4qr (x) *In10 = qr.ig (xm,l,q)

Equation Annexe 1.4 - Calcul de la densité de distribution logarithmique (sans dimension)*

Par ailleurs, les volumes moyens ont été calculés selon la formule suivante :

n

M,
VMD = M;; = D[4,3] = Mon = zxm,i “q3(Xm,i) (X, — Xu)
i=1

Equation Annexe 1.5 — Calcul du volume moyen (nm)
xu;iest la valeur moyenne inférieure des particules sur Uintervalle considéré, x.;est la valeur moyenne supérieure
des particules sur 'intervalle considéré, xm; est la valeur moyenne médiane sur I'intervalle considéré et s représente

la valeur de densité de distribution en volume.!

Les données issues de ses expériences ont été extraites du logiciel de la société SYMPATECH

en format ASCII avant d’étre retracées sous Origin®.

1.9 Imagerie du spray (LAVISION)

L'Imagerie par « Shadowgraphy » a fort grossissement est notamment adaptée pour
la visualisation des particules, gouttes et autres structures. Cette technique est basée sur de
I'imagerie haute résolution en éclairage de fond pulsé. Le volume de la mesure est défini par
le plan focal ainsi que la profondeur de champ du systeme d’imagerie. Elle est indépendante
de la forme des particules et permet la détection de tailles de la gamme du micrometre avec
un systeme optique approprié. Pour ce faire, la source lumineuse est une lampe flash adaptée
a la détection de la vitesse des particules, et un diffuseur est placé derriere la caméra afin de
permettre la visualisation et la détermination des vitesses de particules en fonction de la

taille.

Cette derniere étape est effectuée via PTV « Particle Tracking Velocimetry ». Cette méthode

a pour avantage de suivre la trajectoire de particules individuelles dans un espace en trois
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dimensions, en contraste avec la méthode PIV « Particule Imaging Velocity » qui regarde,
elle, le déplacement d’un groupe de particules. La détermination de la position d’une particule
dans 'espace est importante et n’est possible que si le nombre de particules dans le volume
analysé n’est pas trop dense. Comme le spray est assez dispersé, nous avons pu utiliser cette

méthode.

Naturellement, la qualité de la mesure et du suivi des vitesses relatives est liée a la fréquence
a laquelle sont capturées les images, et donc au nombre de pulse produits par la source

lumineuse. Ainsi, il a été utilisé le montage suivant :

a) b)

LED Flashlight

iliz Détecteur

I
ParticleMaster
\ Inspex F10 Détecteur
Spray
Lampe
Flash LED

Zone de mesure
Spray

Figure Annexe 1.15 - Montage pour les expériences d'imagerie de spray réalisées avec la société LAVISION :

schéma théorique (a), montage pratique (b)?

Le montage pour la mesure de la taille et de la vélocité a été effectué avec le détecteur
ParticleMaster Inspex F10 (le systéme a été préalablement calibré et protégé). Le plan focal
est fixé et la distance de travail entre la lentille et la zone de mesure est de 150 mm. Afin
d’acquérir les mémes particules avec un décalage de moins de 20 pixels, le temps d’exposition
de la lampe flash LED a été fixé a 0.2 ps. Le temps écoulé entre deux images sera donc, lui

de 2.0 ps et la zone de capture de 6.6x5.3 mm?.
Le grossissement étant élevé, 'enregistrement des vidéos pour le spray a été mené grace a
une caméra haute vitesse Phantom VEO 640L.

Mur
Objectif

Caméra haute
vitesse

Spray

Lentille de Fresnel
LED blanche

Figure Annexe 1.16 - Montage pour l'enregistrement de vidéos du flux de particules sortant de 1'aérographe®
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La distance de travail est de 400 mm entre la lentille et la zone de mesure. La source de
lumiere est une LED blanche avec une lentille de Fresnel en amont de 1’échantillon afin de
faire la mise au point sur le volume de mesure. Le temps d’exposition est naturellement court
ainsi que la prise d’image. Ainsi, l'intervalle de temps entre deux images est de 50 ps. Ces
derniéres ont une taille de 256x492 pixels avec une prise vue d’une taille de 2.5x5.5mm. Le
temps d’exposition de la caméra lui est de 1,0 ps.

De méme que pour la société SYMPATECH, les données ont été extraites au format ASCII

avant d’étre traitées et retracées sous Origin®.
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Annexe 2 Conditions de prise de vue et

d’acquisition des échantillons

Annexes

. , . N 9 - 3 .
2.1 Photographie des échantillons a 1’aide d’un appareil photo
s .
numeérique
A Sous-— Focale Vitesse ) . Appareil photo
Figure figure IS0 Cum) Ouverture d’obturation Eclalrage Filtre atilisé
Figure 1.9 |/ 200 | 105 /5 3s Lumiére blanche | Sans filtre Nikon D500
Figure 2.9 |/ 200 | 105 £/14 1/5 s Lumiére blanche | Sans filtre Nikon D500
(a) 200 105 f/10 1/30 s Lumidre blanche | Sans filtre Nikon D500
Figure 2.10
(b) 200 | 105 /14 1/13 s Lumiére blanche | Sans filtre Nikon D500
Figure 2.18 | / 200 | 105 £/4,8 2,5 s g;a‘:jlatmn % | sans filtre Niken D500
Irradiation a Filtre Orange
(a) 6400 | 100 /4 1/30 s 470 mm 4 530 mm Canon EOS 70D
Figure 3.6 Irradiation & |Filtre 0
rradiation iltre Orange
(b) 6400 | 100 /4 1/30 s 470 mm 4 530 mm Canon EOS 70D
(a) 200 | 105 £/5 1/5 s Irradiation & | Filtre Orange | y.; . psoo
470 nm a 530 nm
Figure 3.15 a— = :
rradiation & iltre Orange )
(b) 200 | 105 /5 1/5 s 470 oo 3 530 tm Nikon D500
. Irradiation a Filtre Orange
Figure 4.1 | Toutes | 6400 | 100 /4 1/30 s 470 mm & 530 mm Canon EOS 70D
Irradiation a Filtre Orange
Figure 4.17 | Toutes | 1000 | 100 £/32 2s 470 nm 5 530 mm Canon EOS 70D
. Irradiation a Filtre orange .
Figure 5.5 / 200 105 £/5 1/5 s 470 1m 4 530 m Nikon D500
Lampe Crime- Filtre orange )
(a) 200 |60 £/40 1/4 s lite 450-510 om | 4 530 m Nikon D7500
Lampe Crime- Filtre orange .
(b) 200 |60 £/40 2s lite 450-510 mm |3 530 mm Nikon D7500
Lampe Crime- Filtre orange
Figure 6.1 (c) 200 |60 /40 0,77 = lite 450-510 nm | & 530 nm Nikon D7500
Lampe Crime- Filtre orange )
(d) 200 |60 £/11 1/2 s lite 450-510 mm | 4 530 mm Nikon D7500
(e) 200 |60 /11 1/2 s Lampe Crime- | Filtre orange |y, p7sgo
lite 450-510 nm [ & 530 nm
Irradiation a Filtre orange )
(a) 200 105 £/5 1/2 s 470 mm 4 530 mm Nikon D500
Irradiation a Filtre orange
(b) 200 | 105 /6 1/2 s 470 mm 3 530 mm Nikon D500
Figure 6.2 L c —
ampe Crime- iltre orange )
(c) 200 |60 £/40 2s lite 450-510 nm | 4 530 mm Nikon D7500
Lampe Crime- Filtre orange )
(d) 200 |60 /11 1/8 s lite 450-510 om | 4 530 m Nikon D7500
. Lampe Crime- . .
Figure 6.4 | Toutes |/ 105 / / lite 450-510 mm Filtre JAUNE Nikon
Irradiation a Filtre orange
Figure 6.5 |Toutes 200 [ 105 £/10 1/2 s 470 m 4 530 om Nikon D500
Lumiére blanche | Sans filtre et
(a) 200 | 105 /10 i/2 s et irradiation | filtre orange | Nikon D500
4 470 nm 4 530 nm
Figure 6.7 ) 200 108 £/10 1/2 s Irradiation & Filtre orange Nikon D500
470 nm a 530 nm
Irradiation a Filtre orange .
(c) 200 105 /10 1/2 s 470 mm 4 530 mm Nikon D500
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2.2 Acquisition des images via le microscope confocal de fluorescence

Les images issues des expériences réalisées via le microscope confocal spectral ont été
acquises en transmission du faisceau laser ou en intensité de fluorescence. Pour les images en
intensité de fluorescence, il correspond pour chaque pixel une représentation du nombre de
photons qui a été enregistré. Ce nombre de photons enregistré est ensuite converti en intensité

de fluorescence sur ’échantillon, en découle une image en intensité de fluorescence.

Les images acquises avec le microscope confocal ont été listées ci-dessous figure par figure
(pour observer 1a ot il y a le maximum d’émission de fluorescence aux alentours de 512 nm,
nous avons choisi de nous placer sur une gamme de longueur d’onde en émission allant de

505 & 517 nm)

o Figure 3.9

a)

% de la ot Gain : Taille
| Puissance | puissance 3 Image Taille image| pixel Gamme £
Laser (Ar)| laser Imag(c:”f o optique | 2°°® (x,y) en pm| (x,y) en foivtion [ e S Fus eu
utilisée (1)) nm
30 % 1154 998.0 300.0 1.0 246.1, 246.1 2ok 476 nm S 3 nm
481.5 nm
b) |
‘ % de la Rt Gain : Taille
Puissance | puissance . Image Taille image| pixel X Gamme £
[Laser (Ar)| laser Iag(ev)fluu optique Zoc (x,y) en pm| (x,y) en | UM | Ainsion gasies
utilisée (D] nm
o 481.5, 495-600
30 % 11 % 1040.0 289.0 1.0 | 246.1, 246.1 4515 476 nm = 3 nm

Figure Annexe 2.1 - Acquisition spectrale pour les empreintes respectivement, : de sécrétion artificielle (a), et de

sécrétions réelles (b).

o Figure 3.13 et 3.14

a)
% de la Gain : Gain : Taille
Puissance | puissance . Inmage Taille image| pixel Gamme
Laser (Ar)| laser Imag(ev)ﬂuo optique Zoun (x,y) en pm| (x,y) en Aoxcitation J S— Pas en &
utilisée w) om
30 % 48 % 1064.0 240.0 il (0 246.0, 246.0 Setloty 476 nm ety 3 om
481.5 nm
Aoxcitatson - 476 nm Konission © H05-517 nm
. Zlde {0 Gain : Gain : Taille image Ta‘llle
Puissance puissance pixel
Image fluo Image Zoom (x,y,2) en Pas en Z
Laser (Ar) laser o optique (V) (x,y.2) en
utilisée L wn nm
481.5
y . 246.03, d
30 % 31 % 1077 192.0 1.0 246.03, 44.2 418215.59, 0.13 pm

Figure Annexe 2.2 — Acquisition d'une empreinte de sécrétions réelles pour le couplage des analyses en imagerie

IR et fluorescence : acquisition des spectres de fluorescence (a), composition en profondeur (b)
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Xix
o Figure 3.15
a_) Aovcitation © 476 1m Asnission : 524-532 nm
: Z_de 1a Gain : Gain : Taille image Ta-llle
Buipsnce Pulssance |y .se fluo Image Zoom (x,y,2z) en e Pas en Z
Laser (Ar) laser ma,g(v) optique (V) :¥» (x,y,2z) en
utilisée i m nm
Y o 246.1, 246.1, 481.5,
30 % 39 % 1073.0 209.0 1.0 15.2 481.5, 195.9 0.13 pm
Puissance p:i::a:\:e Gain : GI?:ange Taille iy Gamme
£
Laser (Ar)| laser Ima.g(ev)flﬂo optique Zoom t:ag‘; 1'&19;- Lexcitation Kemsaason Pas en
utilisée ) oY =¥
246.1 481.5 495-600
b, b 1200.0 185.0 ’ ’
30 % 100 % 1.0 246 1 4815 476 nm om 3 nm
: composition en

Figure Annexe 2.3 - Acquisition d'une empreinte de sécrétions réelles agée de plus d'un an
profondeur (a), acquisition des spectres de fluorescence (b)

o Figure 3.16
Les images présentées au sein de cette figure sont issues pour les empreintes fraiches de

composition artificielle ou réelle de la figure 3.9. Pour I'empreinte apres révélation les

conditions d’acquisition sont synthétisées ci-apres.
Puissance pﬁi::a:l:a e G;:‘g(: R e Gamme
i citation £
A P Imag(ev )fluo ey Zoom f;]:ag; 12;192;. Koxcitati A Pas en
utilisée w) 2Y 2 f
183.2 358.6 495-600
Y ¥ 1231.0 131.0 . 3 y
30 % 100 % 251 183.2 358.6 476 nm ik 3 nm
apres la révélation

Figure Annexe 2.4 - Empreinte de composition artificielle, 1 mois

o Figure 5.6 et 5.7

a) £oroioarion. . 476 nI Kionion : 505-517 nm
X»de la Gain : Gain : Taille image Ta_ille
Puissance puissance pixel
Image fluo Image Zoom (x,y,2) en Pas en Z
Laser (Ar) laser W optiqae (V) (x,y,z) en
utilisée PLiq L nm
588.6,
30 % 10 % 620.0 250.0 1.0 800.8, 588.6, 0.17 pm
300.8,11.9 167.8
Lt Gain : Gain : Taille image | [2ille
Puissance puissance pixel
Image fluo Image Zoom (x,y,2) en Pas en 2
Laser (Ar) laser o optique (V) (x,y,2z) en
utilisée PLiq L nm
668.1,
30 % 10 % 714.0 292.0 1.0 341'41’33;1'4’ 668.1, 0.17 pm
: 167.8
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. Z_de i Gain : Gain : Taille image Ta,ﬂle
Puissance puissance pixel
Image fluo Image Zoom (x,y,2) en Pas en Z
Laser (Ar) laser W optique (V) (x,y,z) en
utilisée A L nm
668.1,
30 % 10 % 710.0 292.0 ak (8] 3els, sl 668.1, 0.17 pm
12.1 167.8

Figure Annexe 2.5 — Acquisition en profondeur d’empreintes de composition réelle révélées avec de I'éthanol (a),

de l'isopropanol (b) et du butanol (c)

o Figure 5.8
% de la i Gain : Taille
Pui i i I Taille i ixel G
S vo| B LSTRCS Image fluo b Zoom! |1 e S BEAR Kexcitation e Pas en £
Laser (Ar)| laser W optique (x,y) en pm | (x,y) en s
utilisée ) nm
588.6 495-600
30 % 10 % 620.0 250.0 1.0 300.8, 300.8 588 G, 476 nm ot 3 nm
% de la Sl o Gain : Taille
Puissance | puissance LA E Image Taille image| pixel Gamme
Image fluo ag Zoom £Lozcrtation Pas en £
Laser (Ar)| laser w optique (x,y) en pm| (x,y) en Limiazica
utilisée ) nm
30 % O 714.0 292.0 1L49) 341.4, 341.4 g 476 nm 485600 3 nm
668.1 nm
% de la - Gain : Taille
Puissance | puissance L £ Image Taille image| pixel Gamme
Image fluo . Zoom Lexcitation Pas en £
Laser (Ar)| laser oW optique (x,y) en pm | (x,y) en Agnission
utilisée ) nm
30 % 108% 710.0 292.0 1.0 341.4, 341.4 £80 476 nm ALY 3 nm
668.1 nm

Figure Annexe 2.6 - Acquisition en émission de fluorescence d’empreintes de composition réelle révélées avec de

Péthanol (a), de lisopropanol (b) et du butanol (¢)

Le laser utilisé a longueur d’onde 476 nm a une certaine puissance en fonction du pourcentage
qui est défini (30 % en moyenne pour les expériences présentées). De plus, lors du passage
dans les différents modules optiques, de la puissance laser est perdue. Nous avons donc

effectué des mesures de puissance du faisceau laser a la sortie de 1'objectif, qui sont disponibles

ci-dessous :
Longueur d'onde du laser (mm) [Pourcentage du laser utilisé [Puissance (mW)
100 7% 1,24
30 9% 7,30E-02
476 20 % 3,40E-02
10 % 8,00E-03
7 % 4,20E-03

Tableau Annexe 2.1 - Mesures de la puissance laser a la sortie de 'objectif pour une longueur d'onde de 476 nm
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Annexe 3 Table des attributions IR

Les attributions des bandes Infrarouge ont été réalisées a partir du Livre « Infrared
and Raman Characteristic Group Frequencies: Tables and Charts, 3rd Edition » de
Socrates, G° :

Bande (cm™!) |Attribution

3751 "OH streching (eau)"
"N-H streching (Protéines) + OH streching (associé aux acides
3279 carboxyliques)"
3012 "=C-H streching (Lipides)"
2958 "-CH3 apliphatic (asym)"
2921 "-CH2- acyclic (asym)"
2852 "-CH2- acyclic (sym)"
1745 "-C=0 streching (esters aliphatiques)"
1722 "-C=0 streching (acides carboxyliques aliphatiques)"
1706 "-C=0 streching (esters aliphatiques insaturés)"
1680 "-C=0 streching (unsaturated apliphatic esters)"
"CO streching + CN streching + NH bending vibration (4mide I) 2
1645 + C=C streching vibration"
1574 "NH bending vibration + CN streching (dmide II)"
1540 "NH bending vibration + CN streching (Amide II)"
1510 "NH bending vibration + CN streching (Amide II)"

"CH2 scissoring bending vibration + CH3 asymetric bending
vibration (Lipides) + CHZ deformation vibration (Esters

1460 acyclique)"
1424 "CH deformation vibration (cis-(sat)-CH=CH-(sat))"
1406 "CH2 wagging vibration (Lipides)"
"CH3 symetric deformation vibration (groupes éthyle) + CH2
1378 wagging vibration (Et0-CO esters)"
1341 "CH2 wagging vibration (EtO-CO esters)"
1319 "CH2 twisting vibration (Et0-CO esters)"
1267 "N-H bending vibration (Amide III)"
1247 "CH deformation vibration (cis-(sat)-CH=CH-(sat))"
1159 "CH2 rocking vibration"
1115 "CH3 rocking vibration (Et0O-CO esters)"
1101 "C0/CC streching (Et0-CO esters)"
1056 "C0/CC streching (Et0-COD esters)"
1019 "C0/CC streching (Et0-CO esters)"
"CH wagging vibration (trans-(sat)-CH=CH-(sat))"+ CH wagging
993 vibration (cis-(sat)-CH=CH-(sat))"
"CH wagging vibration (trans-(sat)-CH=CH-(sat)) + CH wagging
958 vibration (cis-(sat)-CH=CH-(sat))"
941 "C-C streching + + CH wagging vibration (cis-(sat)-CH=CH-(sat))"
822 "CH wagging vibration (trans-(sat)-CH=CH-(sat))"
804 "CH wagging vibration (trans-(sat)-CH=CH-(sat))"
730 "CH2 rocking vibration (Lipides)"

Tableau Annexe 3.1 - Tabulation des bandes Infrarouge
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Annexe 4 Morphologies d’empreinte

Dans la continuité du Chapitre 2, cette annexe a pour vocation de présenter a 1’échelle
macroscopique et microscopique des morphologies d’empreintes créées selon certaines
conditions mais aussi de pouvoir suivre visuellement la perte d’eau d’une empreinte de

composition réelle.
4.1 Compositions artificielles

4.1.1  Calcul des proportions des composés pour les compositions artificielles

Pour rappel, les compositions artificielles ont été créées dans I'optique de proposer un
petit nombre de compositions d’empreintes mais représentatives de la majorité des celles que
I’on peut retrouver sur des échantillons du quotidien. Les calculs se basent sur des proportions

issues de deux références bibliographiques.™

Tout d’abord, pour le calcul des composition artificielles des empreintes eccrines nous avons
choisi pour les composés inorganiques de représenter certains ions : Chlore (Cl), (ii) Sodium
(Na™), (iii) Potassium (K"), (iv) Fer (Fe*'), (v) Calcium (Ca’"), (vi) Bicarbonate (CO3s%),
(vii) Sulfate (SO4*), (viii) Phosphate (PO,*).

Ces derniers seront introduits a partir de sels : (i) NaCl, (ii) NaOH, (iii) KOH, (iv) FeCls,
(v) CaCl, (vi) KoCOs, (vil) NasSOy, (viii) NaHPO,, (ix) Na;HPO, selon le calcul suivant :

masse du sel, i (g)

Masse de l'ion (g) =Y.° a; X X masse molaire de l'ion (ﬁ)

masse molaire du sel, i (L)
mol

Equation Annexe 4.1 - Calcul de la masse d'ion introduite dans le mélange avec ai le coefficient pour la valence

des ions

Les acides aminés (a.a) quant a eux ont été calculés a partir du ratio relatif de 'acide aminé

le plus abondant la sérine (Tableau 2.1) et selon le calcul suivant :

masse totale des a.a dans le mélange (g) X % molaire de l'a.a

Masse de l'a.aapeser (g) = % molaire total des a.a

Equation Annexe 4.2 - Calcul de la masse a peser pour un acide aminé (g)

Ensuite, pour les empreintes sébacées nous nous sommes basés sur la Tableau 2.3 et 2.4,
n’ayant acces qu’a des composés de type acides gras (a.g) et triglycérides (try) nous avons

calculé les masses a introduire de la maniére suivante pour une quantité totale désirée de 100

g:
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- Acides gras :

Masse de l'a. g apeser (g) = masse totale désirée (100g) X R’

Equation Annexe 4.3 — Calcul de la masse & peser pour un acide gras (2)
Avec,

,_ %de l'a.g dans le total des a.g x % de | a. g dans la référence bibliographique
a 100 x 100

Equation Annexe 4.4 — Développement du terme R’ (100 au dénominateur car en %) . Le terme référence
bibliographique renvoie au Tableau 2.3 du manuscrit

- Triglycérides :

Masse du try a peser (g) = masse totale désirée (100g) x R"

Equation Annexe 4.5 — Calcul de la masse & peser pour un tryglycéride
Avec,

_ %dutrydansle total des a.g X % du try dans la référence bibliographique
B 100 x 100

RH

Equation Annexe 4.6 — Développement du terme R”
- Ester d’acides gras :

Pour les ester d’acides gras nous avons respecté les proportions propres aux acides et aux
triglycérides afin de ne pas déséquilibrer le mélange.

Pour les acides gras, nous avons procédé comme suit :

Masse de l'a. g a peser pour ester d acidegras (g) = massedel'a.g (g) X R"
Fquation Annexe 4.7 — Masse a peser d’acides gras pour la partie ester d’acide gras
Avec,

R — % d ester d a. g dans la référence bibliographique

(% try + % d a. g) issues de la bibliographie

Equation Annexe 4.8 - Développement du terme R'"

Pour les triglycérides, nous avons procédé comme suit :

Masse de try a peser pour ester d acidegras (g) = masse du try (g) x R""

Equation Annexe 4.9 — Masse & peser de triglycéride pour la partie ester d’acides gras
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4.1.2 Comparaison et détermination des 14 minuties entre empreinte réelle et

empreinte artificielle

La création d’empreintes artificielles doit répondre a plusieurs criteres tels que : (i) la

conservation de la forme macroscopique de empreinte, (ii) la forme des minuties conservées

et ces derniéres placées aux mémes endroits que 'empreinte réelle.

a) b) c)

Figure Annexe 4.1 — Correspondant a la Figure 2.13 - Comparaison d’empreintes et localisation des 14 minuties
: empreinte réelle (a), empreinte artificielle de composition artificielle (b), empreinte artificielle de sécrétion réelle

(©)

La représentation macroscopique de I'empreinte offre un premier point de comparaison, et
afin de représenter plus en détail la forme des minuties obtenues pour les trois empreintes des

photographies a 1’échelle microscopique ont été réalisées.
g

Détail 1

b) c)

Détail 2
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c)

50 pm

Détail 6 b) c)

a)

Détail 7 o)

Détail 8 a) ) c)
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Détail 9 b) c)

Détail 10

(3]
~

b)

'

Détail 11 o
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—
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'
'

Détail 12

o
~

Détail 13

o
~

.

c)

o
~

Détail 14 )

50 pm 50 pm

Figure Annexe 4.2 — Photographies a 1’échelle microscopique des 14 minuties choisies pour la comparaison entre
une empreinte réelle (a), une empreinte artificielle de composition artificielle (b) et une empreinte artificielle de

sécrétion réelle (c)
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4.1.3  Visualisation macroscopique des morphologies des empreintes modeles

Les empreintes de composition réelle déposées avec une force raisonnable de 1,7 N sur
une surface, possedent une épaisseur d’en moyenne 10 pm et rarement plus de 15 pm.
Cette épaisseur a pu étre déterminée par une composition en profondeur de 'empreinte

réalisée avec le microscope Keyence.

b)

11,83um

10,14

o ke 05 - 8,45
6,76
5,07
3,38

1,69

0,00pm 200,00

400,00 486,03 000

Figure Annexe 4.3 — Empreinte de composition réelle : reconstruction 2D (a), minutie a ’échelle microscopique
en lumiére visible (b), et reconstruction 3D avec échelle de couleurs (c).

Le pas de est de 0,1 ym pour la composition en profondeur

L’obtention de ’empreinte réelle s’est faite en frottant I'index sur le front, index qui a été

préalablement lavé avec du savon, puis séché a lair et aspergé d’acétone.

Par ailleurs, dans le cadre de la reproductibilité des empreintes, nous avons développé un
mode de dépot particulier des empreintes. Pour rappel, les empreintes sont déposées a 'aide
d’un pochon en latex pour le respect de la forme, d’une composition connue et d’une balance
afin de contrdler la force appliquée. Tout cela dans le but de s’assurer d’'un dépot d’empreinte

normalisé.

Ainsi, cette méthode a été appliquée pour comparer les formes d’empreintes et leur aspect

macroscopique pour différentes compositions artificielles. Ces derniéres ont été synthétisées
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avec différentes proportions de sécrétions artificielles eccrines d’une part et sébacée d’autre

part.

La premiere étape a été de vérifier si, pour une quantité fixée de 10 mg de sécrétion artificielle
a enduire sur le pochon en latex, nous obtenons la méme morphologie et la méme hauteur de
créte sur 'empreinte. Pour ce faire, nous avons utilisé une sécrétions artificielle 100% sébacée

avec une force appliquée de 1,7 N comme pour la Figure Annexe 4.4.

b)

a)

9,83um

200,00

0,00pm-
0,00um

400,00 4g¢ 03

Figure Annexe 4.4 - Empreinte de composition artificielle 100% sébacée : reconstruction 2D (a), minutie a Péchelle
microscopique en lumiére visible (b), et reconstruction 3D avec échelle de couleurs (c).

Le pas est de 0,1 pm pour la composition en profondeur

Pour une quantité de 10 mg de sécrétions il est possible d’obtenir une hauteur de créte

similaire & celle d’'une empreinte de composition réelle.

Pour la suite de cette partie, nous utiliserons toujours la méme quantité de sécrétions avec
une force appliquée de 1,7 N. Les compositions en profondeur et images cartographiées en
échelle couleurs ne seront pas présentées. Par ailleurs, les spectres FTIR ainsi que les ratios

des différentes bandes des fonctions majeures sont disponibles dans le Chapitre 2.
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- Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine en proportion 75/25 :

a) b)

I 50 pm
L000ym

Figure Annexe 4.5 — Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine en proportion 75/25 : reconstruction

2D (a), minutie a I’échelle microscopique en lumiere visible (b)

- Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine en proportion 50/50 :

a) b)

. 50 pm

Figure Annexe 4.6 - Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine en proportion 50/50 : reconstruction

2D (a), minutie & I'échelle microscopique en lumiere visible (b)
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- Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine 25/75 :

a) b)

50 pm
11000um|

Figure Annexe 4.7 - Empreinte de composition artificielle sébacée/eccrine en proportion 25/75 : reconstruction

2D (a), minutie a I’échelle microscopique en lumiere visible (b)

- Empreinte de composition artificielle 100% eccrine :

a) b)

. -
2000,m|

Figure Annexe 4.8 - Empreinte de composition artificielle 100% eccrine : reconstruction 2D (a), minutie a Péchelle

microscopique en lumiére visible (b)

Les morphologies obtenues different selon la proportion de composition artificielle sébacée et
eccrine, et permettent d’offrir un petit nombre d’empreintes avec des signatures FTIR
connues et des morphologies de crétes et donc d’empreintes variées. Ce petit nombre
d’empreintes nous donne la possibilité d’étre représentatif de la variété de composition que

Pon peut retrouver chez des individus.
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4.2 Perte d’eau macroscopique de I’empreinte

Les morphologies des empreintes de compositions artificielles avec le microscope ne
sont pas les seules auxquelles nous nous sommes intéressées. Nous avons voulu nous pencher
sur une hypothese formulée dans le domaine des empreintes digitales qui consiste a considérer
qu’au-dela de 48 heures une empreinte perd la majeure partie de son « eau ». Les analyses
FTIR présentées chapitre 2 sont un premier élément de réponse mais, la « perte d’eau »
semble avoir un impact important dans le cadre de la révélation d’empreinte, et plus

particulierement pour la révélation par fumigation de cyanoacrylate d’éthyle.

Afin de pouvoir suivre dans un temps raisonnable ce phénomeéne de perte d’eau, nous avons

réalisé une série d'images a différents temps apres le dépdt de 'empreinte.

Temps 0 t, + 3 heures t, + 6 heures

ty + 24 heures t, + 12 heures

Figure Annexe 4.9 — Série d’images de crétes d’'une empreinte réelle afin d’évaluer la perte d'eau en fonction du
temps

La premiere observation c¢’est qu’au bout de 3 heures, une couche fine de gouttelettes apparait
au sein des inter-crétes des empreintes. Celle-ci devient de plus proéminente au fur et & mesure
que l'on avance dans le temps, les sécrétions de 'empreintes sont aussi affectées et perdent
en volume et surface. On obtient alors une empreinte « plus séche » qui macroscopiquement
perd en volume, et par conséquent en épaisseur et quantité de matiere. De plus, les détails
propres a la créte comme les pores se remplissent de gouttelettes et ne sont plus aussi visibles

qu’au dépdt de empreinte.
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Afin d’avoir une vue plus globale de la perte d’eau dans le temps, il a été représenté de

maniere plus synthétique cette évolution sur la figure ci-dessous.

t, + 48 heures t, + 10 jours

Figure Annexe 4.10 - Série d’image de crétes d’une empreinte poussée a plus de 10 jours afin d’évaluer la perte

d'eau en fonction du temps

Pour la morphologie de I'empreinte méme a plus de 10 jours, les gouttelettes dans les inter-

créte ne disparaissent pas, et le processus d’étalement des sécrétions de 'empreinte se

poursuit.
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Annexe 5 Données de la Société SYMPATECH et
LAVISION

5.1 Données SYMPATECH

5.1.1 Etude de la variation de tailles de goutte avec d’autres solvants

Les déterminations des tailles des gouttes n'ont pas été réalisées seulement que pour
de I’éthanol utilisé comme solvant. En effet, dans I'optique d’améliorer la révélation et de
contourner les effets de la distance lorsque I'on utilise de 1’éthanol, nous avons investiguer
I'utilisation de I'isopropanol et du butanol.

Les distributions ont donc été tracées pour des solvants plus lourds, c’est-a-dire a la chaine

carbonée plus longue comme de I'isopropanol et du butanol.

—— 60mm - 60mm
——100mm —— 100mm

g 1] 150mm g 150mm

s \ ——— 250mm 5 —— 250mm

E \ —— 300mm g

Z B

el 14 el

Q (4]

© o

@ 0

2 2

[ [

[s] o

0+

Densité de distribution Q4

PR TN R T P Ee
6 7 & 9 10 11 12 13 14 15
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—— 60mm

4 6

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
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Densité de distribution Q4

2.5

——60mm

xm (pm)

Figure Annexe 5.1 - Distribution & 2 bars de lisopropanol (a), (b) et du butanol (¢), (d) respectivement en

nombre QO et en volume Q3 (buse 0,2mm)
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En comparaison avec les données issues de la Figure 4.2, les distributions en nombre pour
'isopropanol présentent jusqu’a grande distance (25 cm) deux populations de gouttes : une
petite coupée due a la lentille utilisée pour les mesures et une autre plus importante. Le
décalage et 'homogénéisation de la population de gouttes est progressive au contraire de
celles issues de I’éthanol. Le butanol, quant a lui, présente un décalage des distributions de

gouttes plus marqué des 15 cm avec une grande largeur a mi-hauteur.

Les distributions en volume augmentent légerement avec la distance avant de stagner a partir

de 25 cm. En outre, les valeurs médianes sont proches de celles obtenues avec de 1’éthanol.

Les évolutions des distributions ont été discutées en suivant ’hypothése d’'un mécanisme
compétitif entre évaporation et coalescence. Et 'augmentation des chaines carbonées implique
des propriétés particulieres pour ces solvants comme la variation de la viscosité dynamique :
1,20x10°* Pa.s pour I’éthanol, 2,37x10?* Pa.s pour 'isopropanol, 2,95x10° Pa.s pour le butanol.
L’augmentation de la viscosité dynamique pourrait avoir une influence sur ’harmonisation
plus lente des distributions de populations, notamment parce que ces solvants plus lourds que
I’éthanol sont moins sujet a ’évaporation. Cela aurait pour conséquence de limiter le
phénomene d’évaporation des petites gouttes et d’expliquer la conservation des petites
particules et la lente homogénéisation des populations vers des diametres de gouttes plus
grands. Afin d’observer plus précisément cet effet il a été calculé et tracé le volume moyen,

voir Figure Annexe 5.2.

100 1 EtOH_2bars_0,2mm
| ©© Isopropanol_2bars_0,2mm
9.5 Butanol_2bars_0,2mm

9.0 4
8.5 1 ©)

] ©,
8.0 4 O
7.5 Q
7.0 4 ]

] []
s OO B
6.0 - ]

60 100 150 250 300 400
Distance (mm)

VMD (um)

L]

Figure Annexe 5.2 - Variation du volume moyen (VMD) en fonction de la distance de révélation pour 1'éthanol,

Iisopropanol et le butanol

Le volume moyen augmente de maniére linéaire pour le butanol ce qui n’est pas le cas pour

I’éthanol et l’isopropanol ou il y a une stagnation des valeurs a partir de 25 cm.
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L’augmentation linéaire pourrait étre dii a un effet peu marqué de I’évaporation pour le
butanol, et donc a une plus grande importance laissée a la coalescence.

Ces analyses menées pour différents solvant montrent la possibilité d’accéder a des tailles de
gouttes légerement plus élevées pour une méme pression simplement en choisissant un solvant
plus lourd. Ce comportement marqué a 2 bars pour une buse de 0.2 mm s’homogénéise

simplement en augmentant la pression ou le diametre de buse d’éjection du liquide.

a) b)

13

[] EtOH_2bars_0,5mm

[] EtOH_8bars_0.2mm Q
184 (©) Isopropanol_2bars_0,5mm
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| . © 0 o
164 > E] 1 D
£ 15 - @ H z 104 o
3 1 > 3 ]
o 14 % o °- O
< 13] g

8 )
O

124 % 1
4 74
11 ]

4 6 - O
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Figure Annexe 5.3 - Volume moyen en fonction de la distance pour une buse de 0.5 mm & 2 bars (a) et une buse

de 0.2 mm & 2 bars et 8 bars (b)

Une plus forte pression pourrait amener a une atomisation plus complete et plus optimale et
par ce biais a des diametres similaires entre I’éthanol et I'isopropanol. En effet, ce phénomene
est dépendant de la fragmentation du jet liquide et donc des forces exercées sur ce dernier,
ici la pression. De plus, 'augmentation de la pression entraine également une augmentation
de la vitesse du gaz vecteur qui amene a un temps de vol plus court, donc une évaporation

qui a moins le temps de prendre place sur la trajet des particules.

Pour les données obtenues avec une buse de 0.5 mm, les diametres moyens sont doublés par
rapport a une buse de 0.2 mm et sont homogenes. Ces variations qui prennent place a 0.2
mm pourrait provenir de la géométrie méme de la buse, qui a un impact fort lorsque la

pression est faible.

Dans le cadre d’une future application ou de 'optimisation du procédé, les considérations vis-
a-vis de la géométrie de la buse sont a prendre en compte, au méme titre que 'utilisation du
solvant. Ainsi, il est possible pour la révélation d’utiliser de l'isopropanol qui possede des
distributions de gouttes similaires et des valeurs médianes du diametre des gouttes proche de
I’éthanol, avec 'avantage pour 'isopropanol de sécher moins vite et donc d’offrir une plus

grande flexibilité dans les distances de révélation pour l'opérateur. En effet, comme
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I’isopropanol seche moins vite sur la surface il est possible d’étendre la gamme de distances

optimales pour la révélation jusqu’a 35 cm.

5.1.2

Les

Données et statistiques supplémentaires des distributions de tailles de

gouttes

distributions de tailles de gouttes disponibles au sein du manuscrit et en annexes sont

un type de représentation possible. Il en existe d’autres, parmi elles, une vision statistique

des données est présentée ci-dessous avec différentes informations, telles que :

Xin3, Xs03 et Xopsles diametres moyen en volume pour différents pourcentages de
volume considérés. Par exemple, X50,3 signifie que toutes les gouttes avec un diametre
supérieur a celui de X50,3 contiennent 50% du volume total des gouttes. (en pm)
SMD (Sauter Mean Diameter), le diameétre de Sauter qui représente la moyenne de la
taille de la goutte, c¢’est-a-dire que celui-ci correspond a la surface spécifique de la
goutte entiére (en pm).

(SMD = M, = D[3,2] = 2% = ¥ i * G2 () - (Ko, — X1), e jm)*

2,0
VMD (Volume Mean Diameter), le volume moyen de la goutte, voir le calcul Equation
Annexe 1.5.
Span, qui est la valeur de la largeur de la distribution de goutte qui est calculé a

partir de la valeur caractéristique des diameétres de gouttes. (Span = @, sans
50

unité)

Pour I’éthanol, les analyses ont été faites avec deux diameétres de buse 0,2 mm et 0,5 mm, et

pour deux pressions a 2 et 8 bars.

o

a)

Buse de 0,2 mm :

EtOH

Erreur Erreur Erreur Erreur Erreur Erreur
0,2 mm|x10,3 relative L) relative it relative ot relative Ll relative s relative
2 bars|
60 mm 2,7 / 5,59 0,01 10,1 0,05 |4,34 0,01 16,03 0,02 (1,31 /

100 mm | 2,97 | 0,01 |6,22| 0,03 |11,1| 0,13 |4,88| 0,02 |6,67| 0,03 |1,3 /

150 mm | 2,98 0,01 6,44 0,02 11,8 0,05 |4,98( 0,02 |6,97| 0,03 |1,37 /

250 mm | 2,79 / 5,96 / 12,1| 0,24 |5,03  |e6,82| 0,02 |1,55| 0,01

300 mm | 2,87 0,01 5,66 0,07 | 11,6 0,76 5 0,04 |6,57| 0,14 |1,86| 0,06

400 mm | 3,07 | 0,04 | 5,5 | 0,03 |10,6| 0,12 |5,04| 0,04 |6,29| 0,02 |1,38| 0,02

& xyiest

la valeur moyenne inférieure des particules sur I'intervalle considéré, x,;est la valeur moyenne

supérieure des particules sur l'intervalle considéré, xm;est la valeur moyenne médiane sur l'intervalle

considéré et q3 représente la valeur de densité de distribution en volume.
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b)

EtOH

g’ §£ sl rflr:;j:e et rfgza'z?;e e rf;za'zge o rﬁ.}l_:iﬁs ‘Ll rf;:;?j;e i ri:iﬁs
60 mm |2,18| 0,01 |5,19| 0,01 |10,3| 2,18 |3,78| 0,02 |5,83| 0,01 |1,57| 0,01
100 mm | 2,93 0,01 6,83 0,05 12,8 2,93 |5,02| 0,01 (7,42 0,07 |1,44 0,02
150 mm | 3,52 / 8,27 0,01 14,9 3,52 |6,04 / 8,86 / 1,39 /
250 mm | 4,04 0,05 9,68 0,07 17,6 4,04 |7,43| 0,07 |10,4 0,08 1,4 0,01
300 mm | 4,12 0,02 9,99 0,03 18,1 4,12 |7,69| 0,03 |10,7 0,03 1,4 /
400 mm | 4,17 0,06 10 0,11 18,2 4,17 |7,91 0,09 10,9 0,11 1,45 0,01

Figure Annexe 5.4 — Compilation de données pour une buse de 0,2 mm avec 'éthanol comme solvant

o Busede 0,5 mm :

a)

EtOH

g’ g;‘z x10,3 rzzzj;e x50,3 rf;:zz;:e x90,3 rg;:ﬁe s rgzziurve L rf;::ﬁe g rf;:zz;:e
60 mm | 3,78 0,04 |9,21 0,1 17,8 0,3 |6,82| 0,07 (10,2| 0,13 (1,82 0,02
100 mm | 4,66 0,01 |[11,03 0,02 20,8 0,08 |8,08 0,02 |12,1 0,04 |1,46 0,01
150 mm | 5,46 | 0,01 |12,47| o0,03 |23,4| o0,08 |9,8| 0,02 |13,8| 0,04 [1,43 /
250 mm | 6,04 | 0,01 |13,71| 0,02 |25,7| 0,01 |10,8| 0,02 |15,1| 0,01 1,43 /
1300 mm | 6,02 0,03 |(13,85| 0,07 | 26,2 0,35 10,9 0,05 [15,2| 0,12 |1,45( 0,02
400 mm | 6,14 0,02 |14,28| 0,05 27,6 0,13 |11,4| 0,04 |15,8| 0,06 17 B! 0,01

b)

Ev0H x10.3 Erreur X50.3 Erreur x90.3 Erreur SMD Erreur YMD Erreur Span Erreur
g’ ‘: a_‘:ﬁ *“|relative *|relative *"| relative relative relative| Po"| relative
60 mm | 3,05 0,02 |8,79 0,13 19,9 0,42 |5,63( 0,04 [10,4| 0,18 |1,92( 0,02
100 mm | 4,23 | 0,02 |11,33| 0,14 |23,5| 0,41 |7,6| 0,05 |12,8| 0,128 |1,7| 0,01
150 mm | 5,33 0,02 |13,45 0,04 26,7 0,11 19,99 0,04 14,9 0,05 |1,69 /
2560 mm | 6,54 0,03 |15,72 0,08 29,9 0,12 |11,9| 0,06 |17,2 0,09 1,48 /
1300 mm | 6,89 0,04 |16,38| 0,06 31,1 0,19 |12,5| 0,06 |17,9 0,08 |1,48 /
400 mm | 7,53 0,03 |(17,45| 0,04 | 33,1 0,17 13,6 0,06 (19,2| 0,11 |1,47| 0,01

Figure Annexe 5.5 - Compilation de données pour une buse de 0,5 mm avec 1’éthanol comme solvant
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Les distributions de tailles de gouttes obtenues avec de l'isopropanol ont été réalisées avec

une buse de 0,2 mm pour une pression de 2 bars.

- SOPIOPaDO]' x10.3 Erreur X50.3 Erreur %90.3 Erreur SMD Erreur V™D Erreur Span Erreur

g‘ iﬁz '“|relative *"| relative *“| relative relative relative|"Po%| relative
60 mm 3,08 0,01 6,2 0,03 10,9 0,08 |4,96| 0,02 |6,66 0,03 1,27 0,01
100 mm 3,56 / 7,01 / 12,03 0,01 |5,72 / 7,46 0,01 (1,21 /
150 mm 3,83 / 7,45 0,01 12,5 0,03 16,09 0,01 7,9 0,01 1,17 /
250 mm 3,9 0,02 8 0,01 13,8 0,01 16,36 / 8,48 0,01 |1,24 /
300 mm 3,62| 0,05 |7,97| 0,06 |13,5| 0,12 |6,3| 0,06 |8,32| 0,08 |1,24| 0,0t
400 mm / 7/ / / / 7 / / / / / 7/

Figure Annexe 5.6 - Compilation de données pour une buse de 0,2 mm avec l'isopropanol comme solvant

De méme, les distributions de tailles de gouttes avec I'utilisation du Butanol ont été réalisées

avec une buse de 0,2 mm pour une pression de 2 bars.

Butanol

g’ i;;i x10,3 riji?lz;e x50,3 rfgzz?;e x90,3 rf.zZ-Z?.lzie SMD r‘eElr;etZ'L;e VMD rigf;?is Span riii?;e
60 mm 2,48 0,02 5,72 0,1 11,4 2,48 |4,24 0,04 6,4 0,15 |1,55 0,03
100 mm 3,36 | o0,0f |7,43| 0,02 |13,9| 3,35 |5,72| 0,03 |8,11| 0,02 |1,42|
150 mm 4,13 0,05 8,91 0,06 16,2 4,13 |7,17 0,17 |9,57 0,08 11,33 0,01
250 mm 5,03| 0,02 |10,47| 0,04 |18,1| 5,03 |8,558| 0,04 |11,2| 0,02 |1,25|
300 mm 5,2 | 0,02 [11,1| 0,05 |19,3| 5,2 |8,8| 0,0¢ |11,8] 0,03 |1,23 /
400 mm 5,7 0,04 11,82 0,05 20,1 5,7 9,7 0,05 12,5 0,06 1,22 /

Figure Annexe 5.7 - Compilation de données pour une buse de 0,2 mm avec le butanol comme solvant

5.2 Données LAVISION

Les expériences menées au sein de la société LAVISION recouvrent un spectre plus
large que celui présenté dans le manuscrit. En effet, 'impact du support a été investigué au
méme titre que le comportement des particules a différents endroits du cones (extérieur,
centre etc.). Pour rappel, Uefficacité étant dépendante de la distance, il ne sera présenté ici
que les valeurs obtenues et calculées pour des distances de 15cm et 25 cm. Ces dernieres
représentent respectivement celle a partir de laquelle le procédé est efficace avec un nuage de

gouttes atomisées, et la limite supérieure apres laquelle la révélation n’est plus optimale.
5.2.1 Avec et sans mur
Les mesures et analyses menées avec la société SYMPATECH ont été réalisées sans

présence d’un support au niveau de la zone d’analyse, c¢’est-a-dire a la distance considérée.
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Cependant, l'effet du support vis-a-vis du flux d’air et donc du flux de particule peut étre
significatif. Pour comprendre les phénomenes qui peuvent avoir lieu en présence d'un mur ou
non sur le flux d’air et de gouttes, il a été entrepris des mesures d’imagerie et des

caractérisations des populations de particules avec le concours de la société LAVISION.
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Figure Annexe 5.8 - Distribution des populations de particules en fonction de leur diametre AVEC (a) et SANS
(b) mur

De maniere générale, les ratios de population de gouttes ne varient pas avec la distance
lorsqu’il n’y a pas de mur. En revanche, la présence d'un mur affecte significativement les
diametres de gouttes que I'on peut retrouver en fonction de la distance. L’augmentation de
celle-ci tend a homogénéiser les distributions vers des valeurs entre 5 et 8 pm. Ce phénomene
est probablement dii a la perte des petites gouttes par évaporation, coalescence ou encore par

entrainement vers 'extérieur par le flux turbulent du gaz vecteur.
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Figure Annexe 5.9 - Profil de vitesses selon x et y & 15 et 25 ¢cm : SANS MUR (a) et AVEC MUR (b)

La disparité des vitesses de particules selon leur taille est plus marquée lorsqu’un obstacle est
placé a la distance considérée. De plus, la présence d’'un mur a tendance a décaler les vélocités
vers des valeurs nulles voire négatives. En effet, la résistance de I'air sur le support pourrait
entrainer certaines particules, en majorité celles de petites tailles et de taille moyenne, en
arriere via le flux turbulent du gaz vecteur. Cela impliquerait qu’une certaine quantité de
particules serait « perdue » lorsqu’il y a un mur. En d’autres termes que ces derniéres

n’impacteront pas la surface lors de la brumisation.

Par ailleurs, il a été discuté dans le manuscrit du suivi de trajectoire des gouttes en fonction
de la distance. Afin d’aborder ce theme, il a été calculé le nombre de Stokes pour les particules
composant le nuage de gouttes aux distances choisies et toujours au centre du céne du spray.
Cette approximation repose sur le fait que nous ne possédons pas la vitesse du gaz vecteur et
qu’il est fait I’hypothese que la vitesse des gouttes au centre du cone est proche de celle du
gaz vecteur. En effet, pour faire cette approximation nous avons déterminé 'influence de la

composante en y pour un angle faible, ¢’est-a-dire au centre du cone de spray.

> Symétrie de révolution autour de x

. (- — -
Cone du spray ‘ u (x,y) = u.e + uy.e,

5
< U (x,00 <.

x -

— —
u (x,-y) = u.e - uy.e

—
> u (4, y)= luCll = yu? +uy?

G, yL)I| = G, 0. cos(a)

J u, 2(x, yL) + uy *(x, yL) = u(x, 0). cos (a)

"¢ (x,-y)

=
(1) | @ yoll = ue(x,0) = ugy

> Quand angle faible, on peut considérer la
droite y=x comme un arc de cercle (2) uy(x, y,) = cos(a). ugy

uy(x, y) = sin(a). ugy

Figure Annexe 5.10 - Calcul de l'effet de la contribution selon v pour une position donnée dans l'espace
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D’apres la représentation du systeme dans la figure ci-dessus, a un angle faible la composante

en y est négligeable voire nulle. Dans ce cadre, le calcul du nombre de Stokes a été fait en

fonction de la vitesse des particules au centre du cone de spray.

12 Variation du nombre de Stokes 05 |Variation du nombre de Stokes
15¢cm_centre du cone_SANS MUR 25¢m_centre du cone_SANS MUR
1.0 04
0.8 1
0.3
w w
g g
S 064 S
] 7] "
o o 0.24 K
Z 044 b=
0.1
0.2
0.0 0.0
I e e T s ey e LI e e e T o e L e s e o S AU
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
) Diameétre (um) Diameétre (um)
1.2 — 0.5 —
Variation du nombre de Stokes Variation du nombre de Stokes
15cm_centre du cone_AVEC MUR 25cm_centre du cone_AVEC MUR
104 . 0.4 4
i ot 5 031
(5] E 7]
o 064 o
© - °
2 0 0.2
204 2 -
2 3 2
0.1+
0.2
0.0 0.0
T T T T T T T T T T T T T T T T ————TTT
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Diametre (um) Diametre (um)

Figure Annexe 5.11 - Valeur de nombre de Stokes en fonction du diamétre des particules pour des expériences

réalisées : SANS (a) et AVEC (b) mur

Les profils des nombres de Stokes calculés suivent globalement la méme tendance. La seule
différence notable se trouve au niveau des valeurs faibles du nombre de Stokes obtenues pour
des diametres au-dessus de 5 pm lorsqu’un support est utilisé. Ces nombres de Stokes plus
faibles peuvent étre expliqués par les valeurs plus faible des vitesses des particules lorsqu’un
support est placé au niveau de la zone d’analyse, car le calcul du nombre de Stokes est

dépendant des valeurs de vitesse.

Ainsi, la présence d’'un mur affecte la vitesse des particules au sein du coéne de spray,
entrainant une diminution de la vitesse des particules et par ce biais une tendance plus
marquée a étre sensible au flux turbulent. De ce fait, les particules situées pres du mur auront
plus tendance a suivre les lignes de courant de gaz (turbulent) et a repartir en arriére ou vers

I’extérieur et finir par ne pas impacter.
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5.2.2  Variation de position dans le cone de spray

Les représentations et les discussions ont majoritairement portées sur des analyses
réalisées au centre du cone du spray. Cependant, la révélation se fait par I'impact des gouttes
issues de l'entiereté du cone de spray, et ce cone n’est pas homogene en tous points de celui-
ci.

Nous avons donc réalisé une série de mesures a différents endroits du cone de spray lorsqu’il
n’y a pas de mur. En revanche pour les expériences réalisées a 'aide d’un support, tout est
moyenné sur la fenétre d’analyse car il n’a pas été possible de définir des positions particulieres

par rapport au centre du cone.
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Figure Annexe 5.12 - Variation des vélocités selon 'axe x et y pour des distances de 15 (a) et de 25 (b) ¢m

Au-dela de la chute du nombre de particules entre 15 et 25 cm, la distance par rapport au
centre du cone a un effet marqué sur la vélocité des gouttes. Sur les bords du cone, les vitesses
sont presque nulles impliquant une possible perte de ces dernieres et un temps de vol plus

long favorisant 1’évaporation des gouttes sur les bords du cone.

Ces analyses mettent en lumiére une disparité et une hétérogénéité des particules et de leur
vitesse au sein du cone du spray. Ce dernier est une composition de populations différentes
qui adopteront des tailles différentes et subiront une évaporation et/ou une coalescence plus
ou moins marquée contribuant a I’évolution de la taille des gouttes données par les analyses
de la société SYMPATECH.
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Annexe 6 Traitement des données spectroscopiques

6.1 Spectres d’absorption et de fluorescence

6.1.1 Mesure du rendement quantique en solution

Les déterminations des rendements quantique en solution ont été effectuées a l'aide
des mesures expérimentales en absorption et en émission des composés voulus.
Le rendement quantique de fluorescence est défini comme le rapport du nombre de photons
émis divisé par le nombre de photons absorbés. La détermination de ce rendement quantique
se base sur la comparaison du spectre d’émission de fluorescence de la molécule d’intérét vis-
a-vis de celui d’'une référence dont la valeur du rendement quantique est connue. La référence
est choisie telle que son maximum d’émission de fluorescence soit relativement proche de celle
de la molécule dont on souhaite déterminer le rendement quantique. Par ailleurs, les
concentrations des solutions sont les mémes et le maximum d’absorption est inférieur a 0,1

afin d’éviter un éventuel phénomeéne de réabsorption entre les molécules.

La référence choisie est la Rhodamine 6G. Le rendement quantique a ensuite été calculé selon

la formule suivante :

*
Ssovipy Aréférence N popipy

Popiry = ¢re'férence %A
référence BODIPY nreféren(‘e

Equation Annexe 6.1 - Calcul du rendement quantique en solution avec @ le rendement quantique de fluorescence,
A la valeur d’absorbance de la solution a la longueur d’onde d’excitation, S l'intégrale des spectres d’émission de

fluorescence et n 'indice de réfraction du solvant utilisé

Les valeurs de rendement quantiques ont été déterminées pour les différents solvants

alcooliques utilisés lors de la révélation d’empreintes, voir figure ci-dessous.

. Valeur du rendement
Composé/solvant .
quantique @;
Bodipy 512 dans EtOH 0,89
Bodipy512 dans Isopropanol |0,81
Bodipy512 dans Butanol 0,87

Tableau Annexe 6.1 - Valeurs de rendement quantique obtenues pour les solvants alcooliques utilisés pour la

révélation
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6.1.2 Mesure du rendement quantique en phase solide

Les mesures de rendement quantique en solution ont été déterminées de maniere fiable
et sans trop de problémes. En revanche, déterminer le rendement quantique d’un échantillon

solide est beaucoup plus complexe.

En effet, les échantillons solides sont hétérogenes et les mesures en émission et absorption ne
sont pas assez quantitatives pour pouvoir permettre un calcul via l’Equation Annexe 6.1.
Pour pallier a cette difficulté nous avons utilisé une sphere d’intégration qui donne acces a
des valeurs semi-quantitatives pour les échantillons analysés ici et ainsi permettre de dégager

une tendance sur une gamme d’échantillons analysée.

a)

b)

A s

S Teps a5 Révélation
sécrétions [P
— — /QQ—)\
/
-— —
1 2 3

Figure Annexe 6.1 - Sphére d'intégration (a) et processus d’acquisition des données (b) : avec pour 1'étape 1 une
mesure du blanc de la lame de Quartz dans le spectralon en excitation et en émission, 1’étape 2 le dépot des

sécrétions, et I'étape 3 une mesure de ’échantillon apres révélation en excitation et en émission

La détermination du rendement quantique se fait par comparaison entre les mesures de blanc
et ’échantillon pour I'excitation et I’émission respectivement. Plus précisément, on soustrait
le signal acquis pour l’échantillon a celui obtenu pour le blanc. Il en résulte un spectre
d’excitation représentant le nombre de photons absorbés par I’échantillon et un spectre
d’émission représentant lui le nombre photons émis. L’intégrale de chacun de ces spectres nous
permet de calculer le rendement quantique de fluorescence pour un échantillon solide via le

rapport du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés.
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Le protocole de mesure pour les échantillons est long et comporte de nombreuses sources de
contaminations externes. De ce fait, les valeurs obtenues ci-dessous restent qualitatives et ne

permettent que de tirer une tendance globale des rendements quantiques des échantillons.

Echantillon Distance Solvant Slit Gamme pour Gamme pour | Rendement
de révélation (excitation/émission) | 1l’excitation | 1’émission | quantique
Sécrétion artificielle 15 cm EtOH 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ~0,75
Substrat nu 15 cm EtOH 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ~0,1
Sécrétion artificielle | 31 cm EtOH 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ~0,3
Substrat nu 31 cm EtOH 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm -0,2
Sécrétion artificielle | 15 cm Isopropancl | 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ~0,05
Substrat 15 cm Isopropanol | 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ={0, 1/
Sécrétion artificielle 15 cm Butanol 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ~0,06
Substrat 15 cm Butanol 1/1 mm 475-485 nm 495-700 nm ()5

Tableau Annexe 6.2 - Valeurs de rendement quantique obtenues avec la sphére d'intégration
Pression : 2 bars. Diameétre de buse : 0,2 mm. de la solution : 0,1 g/L. Nombre de passages : 4.

Les valeurs sont indicatives et mettent en exergue d’une autre fagon les phénomenes observés
dans le chapitre 3 et 5. Tout d’abord, le déclin de l'intensité de fluorescence et par ce biais du
contraste lorsque la distance augmente. Ensuite, pour l'isopropanol les valeurs de rendement
quantiques sont dans la méme gamme que pour I’éthanol ce qui est en corrélation avec la

qualité macroscopique des empreintes obtenues.
6.1.3  Correction de la réabsorption sur les échantillons solides

Les échantillons ont tous été corrigés de la réabsorption lorsque cela a été rendu
possible (pour les échantillons en phase liquide). En effet, si ’échantillon est trop absorbant
il peut avoir une réabsorption de la fluorescence des photons qui sont émis au niveau de la
région ol les spectres d’absorption et de fluorescence se recouvrent. Cela peut entrainer une

déformation du spectre de fluorescence.

A(lﬂm) + A(}L) l =, 10_‘4()-(.‘()

A(}' ) 1—10_Au'n‘n-)‘A(l) ]f,exp

1,(3) = (%)

Equation Annexe 6.2 — Calcul pour la correction de la réabsorption oil Ii(A) est le spectre résultant de la correction
de la réabsorption, Irexp(A) est le spectre expérimental, A(A) le spectre d’absorption & la longueur d’onde considérée,

et A(Aexp) absorbance & la longueur d’onde d’excitation.
6.2 Mesures de durées de vie

Les mesures de durée de vie ont été effectuées au sein du PPSM mais aussi a 'ISMO
sur la plateforme du CLUPS. Les mesures de temps de vie réalisées au sein du PPSM ont été
faites sur des échantillons de composition artificielle. Celles réalisées sur la plateforme du

CLUPS, elles, ont été faites avec une donnée supplémentaire en imagerie (le FLIM,

xlv





xlvi Annexes
« Fluorescence Lifetime Imaging ») pour des échantillons de composition réelle mais aussi

artificielle.

Ce paragraphe a pour objectif de représenter les conditions expérimentales utilisées pour les
acquisitions des échantillons, leur traitement, mais aussi des données issues d’expériences

supplémentaires qui ne sont pas présentées dans le corps du manuscrit.

6.2.1 Impulsion versus déclin de fluorescence

Les courbes de déclins de fluorescence ont été acquises dans deux laboratoires différents

avec trois types de détecteurs.

L’impulsion du laser doit étre suffisamment courte vis-a-vis des durées du systéme pour ne
pas affecter les valeurs de temps de vie obtenues apres résolution. Dans notre cas, les
impulsions sont de l'ordre de la picoseconde et les durées de vie de I'ordre de la nanoseconde.
Et afin de voir si la largueur temporelle est négligeable ou non devant la durée du fluorophore,

nous avons représenté ci-apres I'impulsion ainsi que le déclin d’échantillons.

Pour des facilités de lecture, les déclins des échantillons ont été représentés a partir du
maximum qui a été replacé a un temps initial de 0 ns. Par ailleurs, toutes les figures ont un

nombre de coups normalisés en échelle log pour ’axe des ordonnés.
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. —— Bodipy512 sur le substrat . Bodipy512_substrat_nu
T 0.8 —— Bodipy512_cristaux ] — -Bodipy512_substrat_nu_fit
2 3 —— Bodipy512_cristaux
o 0 0.1 — -Bodipy512_cristaux_fit
ﬁ '3 ..
= 5 =2 o
= 06 T o ke
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d)

Acquisition spectrale

512 nm
Echantillon Solvant T a, T, a, 8
Bodipy512_EtOH_solution 5,34 |/ / / 0,99
Sodipys12_empreinte. 5.5 |/ |/ |/ |0
sécrétion artificielle EtOH
Bodipy512_substrat 0,12 | 1,10 | 4,62 | 0,12 | 0,48
Bodipy512_poudre 3,92 | / / / 0,87

Figure Annexe 6.2 — Données de la Figure 5.9 : Impulsion et déclins bruts (a), déclins traités avec fits (b), résidus
des fits réalisées (c) et tabulation des valeurs de temps de vie obtenues (d).

Excitation a 480 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢m. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4
Les résultats des durées de vie obtenues sont issues d’une somme d’exponentielles. Le premier
terme comprend un facteur de correction B, le deuxiéme est une exponentielle discrete (formule

disponible au sein du manuscrit Figure 5.11)
Les résidus sont calculés selon la formule suivante :

r; = yi —y = valeur observée de y — valeur prédite de y

Equation Annexe 6.3 - Calcul des résidus

D’autres acquisitions ont aussi été réalisées a 1’aide du microscope confocal et pour lesquelles
il a été possible d’extraire des valeurs de temps de vie, ainsi que des images en échelle de
temps de vie (les images acquises en temps de vie sont d'une dimension de 256 x 256 pixels).
Ci-dessous sont représentés les déclins et les valeurs obtenues pour des mesure de durées vie

effectuées a l'aide du détecteur Leica :

a)

—— Impulsion
5000 = Bodipy512_créte_EtOH
—— Bodipy512_substrat et inter-créte_EtOH
——— Bodipy512_créte_lsopropanol
4000 - —_— Bodipy51 2_substrat et inter-créte_Isopropanol
|
1
2 3000+ 1
=] 1
Q I
o
2000 ;
1000
= '
1
04 ]
1
T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Temps (ns)

xlvii





xlviii

Annexes

Coups normalisés (u.a)

e
e
1

d)
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- — Fit_Empreinte_EtOH_15cm_1%¢ irradiation
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0.01
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o
=

o
o
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—— Empreinte_lsopropanol_15¢cm
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-0.06
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f) 1 Acquisition spectrale
T |
450 nm 750 nm
Echantillon Solvant T ay T _
Empreinte_ 4,3 |/ / / 0,85
composition réelle 3,2 0,6 |0,15 [0,4 0,60
Substrat EtOH 2,6 0,7 |[1,1 0,3 |0,63
Empreinte. 3,15 |0,65 |1,2 |0,35 |0,8
composition réelle
Substrat Isopropanol | 1,6 0,75 (0,9 0,25 10,6

Temps de vie en solution (dans EtOH) : 5,34 ns

£ 2

irradiation

Figure Annexe 6.3 - Données de la Figure 5.10 : Impulsion et déclins bruts (a), déclings traités avec fits (b) et (¢},

résidus des fits réalisées (d) et (e), tabulation des valeurs de temps de vie obtenues (f).

Excitation & 800 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diametre de buse : 0.2 mm. Nombre de passages : 4

xlviii





xlix Annexes

Le sursaut sur les déclins présentés proviennent du signal de la réponse a I'instrument qui est
légerement bruitée.

D’autres acquisition supplémentaires ont été réalisées avec le montage au sein du PPSM sur
des sécrétions artificielles pour les autres solvants alcooliques utilisés pour la révélation :

Acquisition spectrale

512 nm

Echantillon Solvant T ay T, a, B
Swmiell 5,45 |/ |/ |/ |0,
composition artificielle F+0H
Substrat 0,12 | 1,10 (4,62 | 0,12 |0,48
Empreinte_ - 5,3 |0,65 1,2 |0,35 (0,9
composition artificielle I

sopropanol
Substrat 0,24 | 0,82 | 5,6 0,19 | 0,47
foprelmte. 5, |/ |/ |/ |09
Composition artificielle

Butanol
Substrat 0,24 | 0,52 (0,38 | 0,52 |0,45

Temps de vie en solution (dans EtOH) : 5,34 ns

Figure Annexe 6.4 - Tabulation des valeurs obtenues pour différents solvants alcooliques.

Excitation a 480 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4
6.2.2 Données supplémentaires réalisées a 1’aide du confocal

Les images présentées au sein du manuscrit montrent en globalité les comportements
sur I’empreinte et a proximité. Néanmoins, nous avons aussi acquis des images du substrat,

sans présence de sécrétions et des images plus résolues des cristaux sur le substrat.

a) b)

xlix





| Annexes

Figure Annexe 6.5 - Images en intensité de fluorescence a 512 nm du substrat pour des échantillons révélés avec
de I'éthanol (a) et de l'isopropanol (b), du substrat révélé avec de I’éthanol pour une buse plus grande & 0,7 mm a
31 ¢m de distance (c), et des cristaux présents sur une empreinte de composition artificielle 1 mois aprés la
révélation (d)

Excitation & 476 nm. Pour (a), (b) et (d) : pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diamétre de buse : 0,2 mm. Nombre
de passages : 4

Les gouttes présentes sur le substrat révélé avec de I’éthanol montent un effet coffee ring
marqué du séchage des gouttes sur I’échantillon. Au contraire, les gouttes produites avec de
I’isopropanol n’ont pas le méme comportement et ne présentent pas la méme morphologie. En
effet, dans la globalité le support présente une fluorescence beaucoup plus homogene avec une

extinction beaucoup plus rapide du signal sur 1’échantillon.

Quant aux cristaux présents au sein de la créte de 'empreinte 1 mois apres la révélation, on
remarque tres nettement leur morphologie en aiguille qui s’arrange autour des impuretés.

Ceux-ci sont tres peu fluorescents et la fluorescence s’éteint aussi tres rapidement.
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Figure Annexe 6.6 — Parametres d’acquisition au microscope confocal des images présentées Figure Annexe 6.5
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Résumé

Les travaux présentés au sein de ce manuscrit de thése visent a répondre a un besoin précis
des forces de l'ordre et a ainsi consisté a déterminer s’il est possible ou non de rechercher sur de
larges surfaces et de révéler des empreintes digitales directement sur sceéne de crime. Un procédé de
révélation par spray couplé a une molécule fluorescente spécifique a été mis au point. Ce projet
doctoral a consisté tout d’abord en un travail préliminaire visant a fabriquer des empreintes
artificielles reproductibles. Ces dernieres ont été utilisées pour les comparaisons entre empreintes
révélées, qui prennent place dans 1’évaluation de efficacité du procédé.

Les propriétés spectroscopiques du fluorophore déposé par spray au sein des empreintes ont été
étudiées afin de comprendre l'origine du contraste de fluorescence qui permet la visualisation de
I’empreinte.

Un autre aspect de la compréhension du mécanisme de révélation d’empreinte se situe au niveau du
procédé lui-méme, dans la mesure ot le mode de fonctionnement du spray et le comportement des
gouttes qu’il produit ont un impact conséquent sur les qualités d’empreintes révélées. Ainsi, ces
derniers ont été étudiés via des techniques d’imageries pour mieux cerner et tenter d’optimiser le
procédé de révélation par modification du solvant notamment. Enfin, le procédé proposé a été abordé

sous un angle plus technique, afin de répondre aux enjeux opérationnels des forces de 1'ordre.

Mots clés : Empreintes digitales, reproductibilité, spectroscopie FTIR, spectroscopie de fluorescence,

FLIM, microscopie confocale, Bodipy, spray, imagerie, ADN

Abstract

The thesis work aims at addressing a particular need of the police and establishing whether
it was possible to visualise fingerprints or not by using a revelation process which is able to cover
large surfaces. For reaching this goal, we studied in this work a new strategy: the spray deposition
of a specifically designed fluorescent dye. The doctoral project consisted first in some preliminary
work which aims at creating artificial and reproducible fingerprints. Those fingerprints will be used
to compare revealed fingerprints with each other, in order to assess the effectiveness of the new
method.

The spectroscopic properties of the fluorophore used in this specific material have been studied, so
as to have a better understanding of the mechanism taking places during revelation process. We also
analysed the means of revelation itself, the spray and its functioning. Indeed, the drops produced by
the spray have a fundamental impact on the quality of the fingerprints revealed. The spray and the
drops produced have been studied by imaging techniques in order to better understand and try to
optimize the revelation process by a substitution of solvent. Lastly, the method proposed has been
considered from a technique angle, so as to meet operational challenges of the police on the crime

scenes.

Key words : fingerprints, reproducibility, spectroscopy, FTIR, fluorescence spectroscopy, FLIM,
confocal microscopy, Bodipy, spray, imaging, DNA
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1 Introduction générale

Introduction

Les empreintes digitales constituent un élément indispensable a la résolution dune
enquéte criminelle, au méme titre que l'analyse ADN. Ces empreintes digitales, dont la
recherche est 1'un des premiers réflexes lors d'une investigation criminelle, sont ainsi
considérées comme un marqueur incontestable de I'identité d'une personne. Nous avons tous
en téte les investigations scientifiques des séries télévisées comme « Les experts Miami » ou
encore « NCIS ». Révéler des empreintes digitales, pourtant invisibles a I’ceil nu, semble tout
a coup une mission presque banale. Toutefois, il faut encore pouvoir pressentir les endroits
ou elles peuvent se trouver, afin de pouvoir les révéler. En effet, toutes les empreintes ne sont
pas directement visibles a I’ceil nu, on parlera alors de « traces latentes ». Leur localisation
devient alors difficile. Il existe a ce jour plusieurs techniques de révélations dont la plus connue
est la poudre dactyloscopique, souvent appliquée au pinceau. Dans le cadre de cette these
nous nous sommes intéressés a une autre technique de révélation standardisée au sein des
forces de l'ordre : la fumigation de cyanoacrylate d’éthyle.* Cette derniere permet d’obtenir
une empreinte de couleur blanche, visible sur la plupart des supports colorés et translucides.
Il est possible d’améliorer la visibilité et le contraste de I'empreinte révélée en utilisant
notamment des chromophores en post-traitement apres révélation, ou alors directement

®h

mélangés a la colle cyanoacrylate lors de la fumigation (produit Lumicyano®™ par exemple).

Un domaine de développement actif consiste a rechercher un moyen d’améliorer et de
transposer sous la forme d’un autre procédé, la méthode de révélation par fumigation de
cyanoacrylate d’éthyle utilisée en laboratoire. De nombreuses solutions techniques destinées
a la révélation d’empreintes sur scéne de crime existent actuellement sur le marché (Fuma
Dome), mais aucune d’entre elles ne fait I'unanimité aupres des laboratoires forensiques du
monde entier entre autre car la fumigation du cyanoacrylate reste malgré tout une méthode
difficile a appliquer lors de 1'analyse d'une scene de crime, en particulier si celle-ci est vaste.
Les principales améliorations a apporter seraient idéalement: (i) supprimer le besoin de
chauffer des réactifs, (ii) de produire une révélation efficace méme en présence de courants
d’air, (iii) de permettre I’exploration de larges surfaces pour rechercher et trouver des
traces latentes (et pas seulement une capacité a révéler), et (iv) d’étre maniable. Le tout
doit bien évidemment avoir un coiit et une toxicité adaptés a un usage fréquent pour les

forces de 'ordre.

* La fumigation de cyanoacrylate d’éthyle consiste a faire chauffer de la colle cyanoacrylate au sein
d’une enceinte hermétique humide. Les vapeurs se diffusent dans cette derniere et réagissent avec les
sécrétions de 'empreinte en formant un polymere blanc (polymérisation anionique).

" Le Lumicyano est un réactif mélangé au monomeére de cyanoacrylate d’éthyle, et qui par sa
sublimation opérant dans les mémes gammes de températures que celles utilisées pour la colle, permet
de révéler une empreinte en une étape. En effet, I'empreinte obtenue est fluorescente sous irradiation
UV et ne nécessite pas de post-traitement afin d’augmenter le contraste par rapport au support.
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Le projet Cyanospray qui est a 'origine de ce travail de these vise a mettre au point une
méthode plus simple et efficace en substituant la fumigation du cyanoacrylate par sa
brumisation. Cette technique ouvrirait de nouvelles perspectives, en permettant 'usage de
n’importe quel fluorophore sans étre soumis au besoin de le rendre volatil. En effet, parmi
les chromophores utilisés, la tétrazine utilisée pour la fumigation en une étape tend a se
sublimer graduellement avec le température, entrainant une perte de contraste de 'empreinte.
Cette technique donnerait ainsi la possibilité d’utiliser un fluorophore moins volatil afin de

donner et de conserver un contraste maximal de 'empreinte développée.

Ce projet a donc pour objectif de développer un dispositif facile d’utilisation, fiable,
transportable et peu cofiteux, permettant de révéler directement les empreintes digitales en
les rendant fluorescentes in situ, directement sur scéne de crime. Il vise également a dépasser
les limites techniques et scientifiques qui caractérisent les méthodes actuellement sur le
marché en utilisant un réactif fluorescent plus stable dans le temps. Ce nouveau procédé doit
également garantir la possibilité d’analyser et d’extraire ADN d’une empreinte, en vue

d’établir un profil génétique pour permettre d’identifier ou non un individu.

Ce projet ambitieux a réuni un consortium de haut niveau comprenant ’ensemble des
compétences nécessaires pour ce type d’étude. Un groupe de chercheurs du Laboratoire de
Chimie de la Matiére Condensée de Paris au College de France (UMR 7574) s’est consacré a
I'étude de la transposition du procédé de révélation sur scéne de crime et a ses impacts sur la
révélation d’empreintes digitales. Une méthode par simple spray a température ambiante a
été utilisée. La synthese de fluorophores trés performants et les tests sur les dispositifs ont
été confiés aux soins d'une équipe de recherche du laboratoire de Photophysique et
Photochimie Supramoléculaires et Macromoléculaires a 'ENS Paris-Saclay (UMR 8531). Le
département R&D de Crime Science Technology (TPE de Villeneuve D’Ascq) est quant a lui
chargé de développer les démonstrateurs et d’en valider le principe technique. Enfin, 'Institut
National de Police Scientifique et I'Institut de Recherche Criminelle de la Gendarmerie
Nationale, utilisateurs finaux de la solution, assureront la validation opérationnelle du

procédé.

Le travail de thése présenté ici fait partie intégrante du projet CYANOSPRAY et contribue
a ce dernier par l'investigation et le développement du nouveau procédé de révélation
portable. Afin de pouvoir définir correctement et précisément les enjeux de cette theése, une
Introduction bibliographique (Chapitre 1) rappelle les origines et les principales propriétés
des empreintes digitales. Différents procédés de révélation sont présentés afin d’introduire les
objectifs du projet doctoral. Dans la continuité de ce chapitre introductif, le Chapitre 2
présente un développement méthodologique préliminaire visant a pouvoir fabriquer en série
des empreintes digitales artificielles identiques et de compositions chimiques maitrisées. En
effet, 'usage d’un petit nombre d’empreintes artificielles représentatives sera important dans
le développement de notre procédé de révélation vers son application. Les propriétés
spectroscopiques du fluorophore au sein des empreintes seront abordées au sein du Chapitre

3. La nouvelle méthode de révélation faisant intervenir un procédé sous forme de spray, est
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étudiée au sein du Chapitre 4. Des mesures en granulométrie et en imagerie haute vitesse
ont tenté de borner les tailles de gouttes et les vélocités de gouttes nécessaires a la réalisation
d’une révélation d’empreinte digitale de qualité. Dans 1'idée d’optimiser et d’approfondir la
compréhension des phénomenes a ’ceuvre lors de la révélation d’empreintes, une partie du
travail de these a porté sur 'utilisation de divers solvants et ’analyse des temps de vie de
fluorescence des molécules au sein des empreintes digitales. (Chapitre 5). Enfin, le projet
ayant une visée opérationnelle, le Chapitre 6 décrit des aspects plus pratiques reliés
directement a l'utilisation du procédé en conditions réelles ont été pris en compte tels que
I'influence du support de 'empreinte et la compatibilité de nos chromophores avec d’autres

techniques d’analyse (fumigation et analyse ADN).
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Chapitre 1 : Introduction bibliographique

L’objectif de ce chapitre est de donner les clefs de lecture nécessaires a la compréhension
de ce travail de these. Il y sera présenté un état de 'art des connaissances dans le domaine des
empreintes digitales, et plus particulierement comment celles-ci sont devenues aujourd’hui si
importantes dans le domaine de la criminalistique.

Dans un premier temps, un bref historique de I’évolution de l'utilisation des empreintes
digitales sera présenté.

Ensuite, nous nous pencherons sur la structure méme d’une empreinte et des caractéristiques
qui en découlent. Cela nous amenera a discuter des techniques actuelles de localisation et de
visualisation des empreintes digitales a travers différents procédés de révélation.

Enfin, les enjeux et les problématiques propres au projet dans lequel s’inscrit la these seront

présentés, comprenant un rappel sur la définition d’un spray et des notions qui en découlent.

1.1 Quand les empreintes digitales font date

Les empreintes digitales ont été utilisées de bien des manieres au cours des siecles.

« Quand deux objets viennent en contact, il y a toujours un transfert, en petite ou en grande
quantité et facilement ou difficilement décelable, du matériel d’au moins un objet sur 'autre ».!
Ce principe émis au début du XXeme siecle par le premier fondateur du premier laboratoire
de police scientifique au monde Edmond Locard, et réitéré plus tard en 1956 par L.C. Nickolls?,
met en lumiere un phénomene particulierement important, qui est qu’'un individu est
susceptible de laisser systématiquement des traces lors de son passage dans un lieu donné.
Parmi ces traces, les empreintes digitales constituent a ce jour un élément de premier ordre
pour les forces de 'ordre du monde entier. En effet, ces traces, relevées sur les lieux et objets,
participent a la compréhension des faits et dans certains cas a la découverte de l'identité de
l'auteur.’?

La distinction entre empreinte digitales et traces est particulierement importante car ces deux
entités ne répondent pas aux méme caractéristiques. En effet, une empreinte digitale possede
un motif défini et une forme qui lui est propre, elle est entieére et compléte. Au contraire de la
trace qui, elle, sera toujours partielle, contaminée et dégradée. Par conséquent le traitement et

I'interprétation des résultats sera dépendante du type de trace considéré.

Par conséquent, arriver a établir la preuve d’une infraction, et plus particulierement en dévoiler

Iauteur requiert la mise en ceuvre de techniques de révélation relevant du domaine de la
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criminalistique. Ces dernieres, qu’elles soient directes ou indirectes, utilisent des principes
scientifiques variés. Une des plus universellement connues et qui concerne les empreintes
digitales, est la dactyloscopie, c’est-a-dire le procédé d’identification des personnes par les

traces papillaires.*

Ce que 'on connait moins des empreintes digitales, c¢’est leur fonction et leur utilité au fil de
I’évolution humaine. En effet, au commencement de ’histoire de I’humanité les empreintes ne
sont pas d’une utilité 1égale mais artistique. Dans les grottes, elles sont la preuve méme du
passage d’étres humains et de leur affirmation identitaire.’®

Ce n’est qu’au premier siecle apres J.C. que les empreintes commenceront a étre utilisées sur
des documents de transaction. Les chinois sont les premiers a exploiter le potentiel des
empreintes digitales, comme le démontrent des documents de la dynastie Qin ou les empreintes
palmaires faisaient office de preuve. C’est apreés U'invention du papier (vers le premier siecle
apres J.C) que les chinois ont adopté I’habitude de signer les documents en utilisant les traces
papillaires.

Ainsi, au Japon mais aussi en Chine les empreintes étaient apposées sur du papier et jouaient
un role important dans 1’établissement de divers contrats. Cependant, aucune attention
particuliere n’est alors accordée a la netteté de 'empreinte car il s’agit d’authentifier et non

d’identifier.

L’approche scientifique de cette discipline n’intervient qu’au cours du XVIleme siecle. Cette
derniére s’est déroulée en deux phases : (i) une période d’observation des dessins papillaires et
(ii) une phase d’utilisation de ces dessins a des fins d’identification.

A la fin de ce siecle, les scientifiques européens commencent & publier leur observations sur la
peau humaine. Parmi eux, Malpighi (1628-1694) décrit la structure de la peau ainsi que sa
fonction. Il utilise pour conduire ses travaux un instrument moderne pour ’époque : le
microscope. Son travail d’observation a été poursuivi par plusieurs de ces confréres mais
toujours en se limitant a un caractére purement descriptif.

Bien que les empreintes digitales aient été étudiées pendant de nombreuses années, 'unicité
des motifs digitaux pour chaque individu n’est reconnue qu’en 1788 en Europe via les travaux
d’un médecin et anatomiste Allemand : A. Mayer. Il faudra attendre 1823 et les travaux de
Purkinje pour amorcer une description plus complete et détaillée de la structure de la peau et
particulierement des empreintes digitales. Dans son manuscrit intitulé « Commentatio de
examine physiologico organi visus et systematis cutanei » il y décrit notamment la sensibilité,
la température de la peau et le processus de transpiration avec I’hypothése de la présence de
pores pour écoulement de la transpiration. De plus, il classifie les motifs des empreintes
digitales selon neufs catégories en prenant en compte leur forme (Figure 1.1).

L’idée de classement qui 'anime fait de lui un précurseur de la dactyloscopie. Les bases de ce

domaine sont dorénavant posées.
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Figure 1.1 - Classification des empreintes selon Purkinje’

Un autre scientifique, Sir Francis Galton (1822-1911), s’intéresse quant a lui a la comparaison
entre anthropométrie et dactyloscopie. Ses constatations 'amenent a statuer sur la pérennité
des dessins digitaux de la naissance a la mort, de la différence absolue de ces dessins d'un
individu a un autre, et enfin, de leur inaltérabilité. Il en arrive alors a la conclusion que
I'utilisation des empreintes digitales constitue a elle seule un moyen d’identification fiable.
Sir Galton met alors au point un systeme complet de classification. Il est d’ailleurs le premier
a définir les points caractéristiques des empreintes en utilisant le terme de « minuties ». En
1895, il se déclare ainsi définitivement convaincu de la supériorité de la dactyloscopie sur
I’anthropométrie.

Par la suite, Sir Edward Henry (1850-1931) simplifie la classification de Sir Galton et, sous
son influence en 1897, le gouvernement indo-britannique adopte la dactyloscopie comme unique
moyen d’identification dans toute 'Inde anglaise. En effet, Sir Henry a su mettre en valeur les
avantages de la méthode : simplicité, faible coiit, rapidité et précision.® En 1900, sous
Iimpulsion du comité Belper, l'utilisation des empreintes digitales pour classer les
identifications de criminels fait de la classification de Sir Henry une pratique usuelle et standard
en Angleterre.

Pendant la méme période, I’école de médecine de Lyon s’intéresse aux travaux de Sir Henry et
Sir Galton. Les chercheurs de Lyon approfondissent ces techniques par des études comparatives
et affinent leurs observations en travaillant sur divers « supports d’empreintes », notamment
le papier. L’action soutenue d’Edmond Locard permet a ce mouvement de recherche de

s’étendre dans le monde entier.”

L’arrestation en 1902, de I'assassin Scheffer par identification de ses empreintes digitales sur
la scene de crime marque un tournant dans le domaine de la police scientifique. C’est le premier

crime résolu en Europe via I'utilisation de traces papillaires en tant que preuve.
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Et en 1914, lors du premier Congres de la Police Judiciaire, le premier bureau international
d’identification est créé. Mais ce n’est pas tout, ce congres est aussi a l'origine de la mise en
place d'un systéme commun de classification des empreintes. Au cours du XX et XX

siecle, de constantes améliorations sont apportées au domaine des empreintes digitales.

Ce bref historique permet de mettre en lumiere I’évolution d’une science méconnue du grand
public et du domaine de la recherche fondamentale en sciences dures. La suite de ce chapitre
bibliographique vise a faire un état de l'art du domaine de la dactyloscopie ainsi que des
techniques actuelles mises en ceuvre pour I'observation des empreintes. Y seront également
abordées les limitations relatives a celles-ci ainsi que les stratégies et perspectives de recherche

mises en place dans le cadre de cette these.

1.2 Morphologies et formes d’empreinte

En certains endroits du corps humain : faces antérieures et latérales des doigts, paume
des mains et plante des pieds, la peau présente des dessins formés d’un ensemble de crétes
séparées par des sillons. Ces dessins papillaires sont formés des le quatrieme mois de la vie
intra-utérine et se maintiennent identiques a eux-mémes, dans leurs particularités de structure,

jusqu’a la putréfaction du cadavre. Ils sont susceptibles de laisser des traces : les empreintes.

1.2.1 Morphogénese de I'empreinte

La morphologie de l'ossature de l'individu ou encore la vitesse de développement des
crétes, la courbure de la peau, la forme et taille des coussinets (Figure 1.2) sont autant de
parametres qui influencent la forme générale du dessin papillaire de 'empreinte. En effet,
I'unicité des motifs digitaux est liée a un large éventail de caractéristiques biologiques propres
a chaque individu mais des facteurs environnementaux extérieurs peuvent influencer le dessin
final. Les facteurs intrinseques et extrinseques qui affectent le développement de n’importe
quel organe, comme la peau humaine, sont impossibles a dupliquer. Ainsi, dans certains cas
comme pour des jumeaux homozygotes, selon la position des jumeaux dans l'utérus des
pressions différentes peuvent s’exercer sur leurs doigts entralnant des changements et

différences subtiles dans la formation des crétes de 'empreinte.

Figure 1.2 - Formation des motifs papillaires d'une empreinte digitale®
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1.2.2 Unicité des empreintes

Bien que l'unicité des empreintes soit étayée par des arguments et parametres
biologiques, une approche mathématique permet d’appréhender d’une autre fagon ce principe.
Cette derniere implique une absence de dissimilitude des empreintes considérées afin de pouvoir
les comparer entre elles. Il est généralement considéré que la probabilité de trouver deux
empreintes similaires (pour des étres humains actuellement vivants sur la planete Terre) est
autour de 10 pour 1. S’il est statistiquement trés peu probable de trouver deux individus
possédant la méme empreinte, différents modeles de calculs ont été développés pour estimer
cette probabilité en fonction du nombre de minuties prises en comptes pour identifier un
individu.” Un tableau donnant quelques exemples de méthodes est présenté au sein de la Figure

1.3 ci-dessous.

Author P(Fingerprint Configuration) | N=36,R=24,M=T72
(N=12,R=8,M=24)
Galton (1892) L xosienc (2)F 1.45 x 1071
(9.54 x 1077)
Pearson (1930) o X i X (3—16)R 1.09 x 104
(8.65 x 10~17)
Henry (1900) &)™ 1.32 x 10-23
(3.72 x 1079)
Balthazard (1911) " 2,12 x 1022
(5.96 x 1078)
Bose (1917) O 2.12 x 1022
(5.96 x 1078)
Wentworth & Wilder (1918) (%)N .87 10782
(4.10 x 10~21)
Cummins & Midlo (1943) Lo L3 2.22 x 10763
(1:32 s:10-22)
Gupta (1968) B el 5 [ 1.00 x 10738
(1.00 x 10~1%)
Roxburgh (1933) s x (mlﬁ)N 3.75 x 10~
(3:36 x10718)
Trauring (1963) (0.1944)N 2.47 x 10726
(2.91 x 1079)
Osterburg et al. (1980) (0.766)M=N(0.234)N 1.33 x 10727
(1.10 x 1079)
Stoney (1985) Y x06x(0.5x1073)N=1 | 1.2 x 10750
(3.5 x 10-26)

Figure 1.3 - Probabilités de trouver deux configurations d'empreintes identiques selon différents modeles (Avec N

le nombre de minuties, R le nombre de régions selon Galton & M le nombre de régions selon Osterburg)'?
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Au-dela de la contribution de ces calculs de configuration pour I'unicité de 'empreinte, une
étude a eu pour but d’évaluer la probabilité de faux positifs dans le systéme AFIS (Automated

Fingerprint Identification System) avec une valeur de P= 1,22 x 10%.

Ces calculs de configurations ont par la suite été améliorés avec l'intégration de réseaux
bayésiens. Cette méthode propose de définir une configuration de minutie, comme un polygone,
a partir d’'un assemblage de triangles. Par cette voie, la structure géométrique est invariante a
la rotation et a la distorsion de I'empreinte. Pour une configuration donnée, cette méthode
requiert la détermination d’un centre de figure unique pour le polygone. Chaque minutie est
connectée a deux autres minuties contigiies et au centre de figure du polygone. Le résultat

créer une série continue de triangles qui partagent tous le méme sommet au centre du polygone.

L’acquisition circulaire a pour avantage de rendre le processus d’acquisition indépendant du
choix de la minutie de départ. La figure ci-dessous présente le mode de configuration et la

signification des notations extraites des minuties.

a') b ) Notation Description Units
& Radius—the distance between a minutia Pixels
and the centre of the polygon
o Side length—the distance between a minutia  Pixels

and the next contiguous minutia in a
clockwise direction

] Angle—the angle between the direction Radians
of a minutia and the line from the
centre of the polygon to the minutia

o Area—the area of the triangle constituted Pixels
by a minutia, the next contiguous minutia
and the centre of the polygon

T Type—type of the minutia {ridge ending, [0,1,2]
bifurcation, unknown}

Figure 1.4 — Illustration de la triangulation radiale utilisée pour classer les minuties (a) et la liste des variables

indiquées en gros dans la figure (a) avec 2 la « direction » de la minutie (b)!!

L’identification est généralement réalisée a partir d’'un certains nombres de points de
comparaisons dont valeur peut varier selon les pays et surtout en fonction de la qualité
intrinseque du détail considéré. En 1914, le docteur Edmond Locard, un des fondateurs de la
criminalistique moderne, introduit une regle tripartite dont 1'approche est a la fois qualitative

et quantitative.

- «Il y a plus de 12 points concordants ; 1l'empreinte est nette ; la certitude
d'identité est indiscutable pour tous.

- Il y a entre 8 a 12 points, cas limites ; la certitude est fonction : a) de la netteté de
I'empreinte ;b) de la rareté de son type ; c¢) de la présence du centre de figure ou du
triangle dans la partie déchiffrable ; d) de la présence des pores ; e) de la
parfaite et évidente identité de la largeur des crétes et sillons papillaires, de

direction des lignes et de valeur angulaire des bifurcations. Dans ces cas, la certitude
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ne s'impose qu'apres discussion du cas par un ou plusieurs spécialistes compétents
et expérimentés.

- Il y a trés peu de points: dans ce cas, I'empreinte ne fournit plus de certitude, mais
seulement une présomption proportionnelle au nombre des points et a leur

netteté» (Locard 1914).

Cette derniere a longtemps été utilisé comme « regle des 12 points » par les experts en
dactyloscopie, avec pour conséquence une adoption d’un standard a 12 points de comparaison
pour la France. D’autres pays ont aussi adopté cette méthode avec quelques variantes : 16-17
pour l'Italie, 16 pour le Royaume-Uni (abandonnée en 1996)" 8-12 pour la Suisse et

I’Allemagne, 7 pour la Russie.'*!*

Ce standard est abandonné par plusieurs pays dont la France en 1995, suite a la déclaration
de Ne'urim (Israél) selon laquelle « Il n’existe aucune base scientifique pour exiger qu'un
nombre minimal prédéterminé de minuties soit présent sur deux traces afin d’établir une
identification positive »'%. C’est la fin du standard numérique en France, une autre approche

est donc envisagé dont la figure ci-dessous est une représentation simplifiée et schématique.

Trés

Basse Moyenne Bonne ponne

Identification garantie
I 3
. Affaire non-complexe

Qualité

Identification garantie
Affaire complexe :

Identification non-garantie
Affaire complexe
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Nombre de minuties

Figure 1.5 — Graphique de suffisance pour l'identification

L’identification qui en découle est alors plus complexe et est soumis a de nombreux criteres,
de processus de comparaisons et de discussion entre experts dactyloscopiques.”” Pour cela, il

est nécessaire de s’intéresser aux détails présents sur 'empreinte.

10
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1.2.3 Classements des morphologies et niveaux de détails de I'’empreinte

Au-dela du nombre de minuties considérées, l'identification d’un individu via ses traces

papillaires se base sur plusieurs détails classés selon 3 niveaux :

- Le premier niveau de détail inclut le motif général de l'empreinte et autres
informations morphologiques comme les cicatrices ou les rides. Une identification ne
peut pas étre menée a ce niveau.

- Le second niveau de détail concerne la forme individuelle des crétes et de leur
modification propre (comme les fins de ligne). Ces caractéristiques individuelles
appelées minuties, ne sont pas perceptibles a I'ceil nu. L’analyse de leurs positions
relatives permet l'identification a ce niveau.

- Enfin, le troisiéme niveau de détail est attribué aux dimensions de détails comme la

largeur de créte, ou encore la taille et la forme des pores.

L’étude globale considere que les formes présentées par ’ensemble des dessins digitaux sont
différentes et peuvent étre rattachées a plusieurs familles.'® Il est possible alors de convenir
d’une représentation codifiée de ces familles en affectant & chacune un chiffre ou une lettre,
permettant ainsi l'obtention d’une formule spécifique. Le procédé d’identification réalisé a

partir de I’étude globale des empreintes d’un individu, est la dactyloscopie.

L’étude analytique d'un dessin digital ou de son empreinte permet de découvrir des
particularités de structure qui affectent chaque créte. Ces particularités des crétes, au nombre
d’une centaine sur la troisieme phalange d'un doigt peuvent étre des arréts de ligne, des
bifurcations, des embranchements, des ilots, des lacs, etc. Cette comparaison entre une trace

et 'empreinte digitale d’'un individu est la dactylotechnie.

Lorsqu’elle est analysée par un opérateur, 'analyse d’une image requiert un temps de
traitement conséquent. Mais, grace aux technologies informatique et numérique, depuis la fin
des années 1970, il est devenu possible de traiter les dessins digitaux de fagon automatisée et
de gagner en efficacité et en performance par rapport aux méthodes de traitements manuelles.
Le Fichier Automatisé des Empreintes Digitales (FAED) qui contient les empreintes digitales
des criminels recueillies lors des mises en causes, est constitué de fiches décadactylaires
permettant l'identification d’auteurs de délits, mais aussi de détecter les fausses identités.
Couplé a un systeme capable de comparer instantanément des milliers d’empreintes, le FAED
permet ainsi d’identifier les empreintes digitales et palmaires d’un individu recueillies sur scene
de crime et de recouper ces traces avec un profil déja connu des forces de I'ordre.

Les résultats de ces rapprochements sont classés selon une liste des empreintes les plus proches.

Dans cette derniere une centaine de choix est disponible et il appartient alors au technicien

¢ Définition issue d’un document interne de la Police Scientifique

11
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d’établir un rapprochement avec une empreinte du fichier. Le processus d’indentification peut

alors étre schématisé comme dans la Figure 1.6 :

o . . Dessin
Crétes Pores Minuties L.
général
Aspects Aspects
qualitatifs quantitatifs
Données Probabilité d’une Classements
inexistantes configuration décadactylaires

Individualité papillaire
Figure 1.6 — Processus d’identification (en ayant vérifié le flux de crétes et Pabsence de dissimilitudes) 17

Parmi les analyses possibles des empreintes digitales, seuls les dessins positionnés sur la
troisieme phalange seront analysés dans le cadre de cette étude.
Lorsque 'on se concentre sur cette phalange, plusieurs zones sont observables sur le dessin

papillaire et notamment (Figure 1.7) :

- LA ZONE BASALE : positionnée au niveau de la base du dessin, les crétes vont d’un
bord a l'autre du doigt, avec une orientation légerement horizontale.

- LES ZONES MARGINALES : composées de crétes a la courbure particulierement
prononcée allant d’un c6té a I'autre du dessin en passant par le sommet ol se trouve
la zone distale. A la base, les extrémités des crétes s’orientent de maniére sensiblement
parallele a celles de la zone basale.

- LA ZONE CENTRALE : située entre les zones basales et marginales. Dans cette zone
les crétes présentent des aspects trés variés. Il s’agit d’une zone clé dans la mesure ol
elle fournit des données a la fois signalétiques et analytiques permettant la distinction

et l'identification des dessins digitaux.
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Figure 1.7 - zones d'une empreinte'®
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La disposition des crétes s’articule autour de points spécifiques que sont le delta et le centre
de figure.

Le delta correspond au point de convergence entre les trois zones du dessin papillaire. Il peut
prendre la forme d’un triangle ouvert, fermé ou d’un trépied et constitue un élément clé dans
le cadre de I’étude d’une empreinte digitale. En effet, 'absence de delta (adelte), la forme de
celui-ci (monodelte, bidelte, tridelte) ainsi que celle du centre de figure sont autant de critéres

permettant de rattacher facilement I'empreinte étudiée a I'une des familles des dessins digitaux.

Les crétes présentent des spécificités que 1'on appelle « caracteres analytiques ». Il est possible
d’en dénombrer une centaine en moyenne au niveau de la troisieme phalange d’'un doigt. Ce
sont ces particularités qui permettent la comparaison et le rapprochement entre deux
empreintes. Si ces spécificités présentent une valeur, une nature et une disposition similaires,
elles rendent possible 'identification entre une empreinte recueillies lors d’une mise en cause

et celle de référence.

La Figure 1.8 ci-dessous condense certains détails que 1'on peut retrouver sur une empreinte

digitale :
Interruption Anastomose
Arrét
Bifurcation Eperon

Irifurcation
Embranchement

Bifurcations

opposées Crochet

Déviation

Anneau médian

Anneaux latéraux

Ilots simples

Ilots linéaires

Ilots multiples
Figure 1.8 - Détails composant le motif papillaire d'une empreinte (minuties)

1.2.4 Structure anatomique du dessin épidermique

Le dessin épidermique n’est présent que sur les parties sans poils du corps humain.
Pour comprendre le processus de dépdt d’une empreinte sur une surface, il est nécessaire

d’aborder en détail la structure du doigt et plus particulierement du derme et de ’épiderme.

13
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La morphologie de la peau est une réflexion directe de sa fonction. En effet, les crétes et les
pores de la peau permettent d’'une part une accroche plus facile sur les surfaces et d’autre part

de conserver 'hydratation de la peau.

Du point de vue de sa constitution anatomique, la peau est un organe qui se compose
essentiellement de deux séries de couches superposées (voir Figure 1.9): (i) une série de couches
superficielles appelée épiderme et (ii) une série de couches plus profondes appelée derme.
Ensemble, toutes ces couches anatomiques donnent au corps humain une barriere de

protection, une régulation de la température, la sensibilité, etc.?

Lac
Bifurcation Ilot
Arrét de ligne Pores

Canaux excréteurs

Glande sudoripare

Papilles

Figure 1.9 - Coupe de I'épiderme et du derme?!

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau. Il se compose de 5 couches décrites comme

« stratifiées »** (voir Figure 1.10) dont :

- La couche basale : elle repose sur le derme sous-jacent et consiste en une rangée de
cellules cylindriques et prismatiques permettant a la peau de se régénérer de maniere
continue

- La couche épineuse ou couche de Malpighi. Elle se compose notamment de mélanocytes,
responsable de la pigmentation cutanée.

- La couche granuleuse qui présente deux a trois assises de cellules. Ces cellules sécretent
I’éléidine a 'origine de la kératinisation.

- La couche transparente ou les cellules sont desséchées et transparentes dans la mesure
ou leur noyau est fortement atrophié.

- La couche cornée dont les cellules sont remplies de kératine. Les cellules situées sur sa

partie superficielle meurent et tombent. C’est ce qu’on appelle la desquamation.

14
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— —__——— Cellules mortes

(remplies de
kératine)

Stratum corneum

Stratum lucidum _E ——_ _ “'.-. s

Stratum granulosum —

Cellule lamellaire

Stratum spinosum —— a— s _'"'_'__ Kératinocyte

Stratum basale
Cellule de Merkel

Mélanocyte

Neurone sensoriel

Derme

Figure 1.10 — Détails de la structure de 1'épiderme?

Chaque cellule issue de la couche basale se développe dans les quatre autres couches citées ci-
dessus. Au terme de ce processus, qui renouvelle continuellement ’épiderme, les cellules se
détruisent au niveau de la couche cornée et perdent toute cohésion.??**? En d’autres termes
les nouvelles cellules générées sont poussées vers la surface entrainant par ce méme biais un
renouvellement de la composition chimique de la surface de la peau.

L’épiderme prévient ainsi la perte d’eau par évaporation, il joue aussi le role d’organe récepteur

et de barriere pour les couches tissulaires plus profondes.

La deuxieéme couche plus profonde de la peau, le derme, est un tissu connectif qui supporte
I’épiderme et est connecté a I’hypoderme. Il est constitué de deux couches : (i) la couche
papillaire et (ii) la couche réticulaire.

Le derme, en plus de contenir des nerfs, des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des muscles
et cellules adipeuses, se compose également des glandes sudoripares qui permettent le
dégagement de chaleur par la sécrétion de la sueur chez I'individu, quels que soient 1’état et la
température de son corps. Les canaux sudoripares permettent de transporter la sueur a travers

I’épiderme et de I’évacuer par les pores.

Au niveau de la couche superficielle du derme, I'extrémité des nerfs est constituée de papilles
dermiques, plus communément appelées « papilles de Malpighi » dans la littérature. La
disposition de ces papilles dessine un réseau de crétes de 2 a 5 dixiemes de millimetres, séparées
par des sillons et forme ainsi ce qu’on appelle les dessins papillaires. Ce dessin observable en
surface de la peau correspond a l’exacte projection de celui présent en profondeur du

derme. Par ailleurs, les papilles dermiques sont de natures malléables jouant un réle important

15
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lors du vieillissement de la peau car les jonctions ainsi que la mécanique de la peau changent

de maniere significative.**

La couche réticulaire du derme, elle, est compacte et possede beaucoup de tissus de connectifs

(collagene et fibres élastiques) lui donnant force et élasticité.

Dans la mesure ot les dessins digitaux trouvent racine dans les couches profondes du derme,
ils ne peuvent étre définitivement altérés par une destruction superficielle de ’épiderme. La
cicatrisation permet de reconstituer les dessins digitaux a l'identique. Une maladie ou une
altération plus profonde peut en revanche affecter durablement ou détruire ces dessins digitaux,
Figure 1.11.

Figure 1.11 - Visualisation de cicatrices sur deux impressions d'empreintes digitales®

La persistance des dessins digitaux est expliquée par son implantation au sein des couches de
la peau et par la régulation du remplacement des cellules & la surface de 1’épiderme. La
pérennité des dessins digitaux et les altérations majeures de I’épiderme (comme les cicatrices

profondes) en font un atout majeur pour l'identification individuelle.

1.2.5 Echelles macroscopique et microscopique de ’empreinte déposée

Mais a quoi ressemble une empreinte macroscopiquement ? Une série de photos a été
réalisée au sein du LCMCP (Laboratoire de Chimie de la Matiere Condensée de Paris) et du
PPSM  (Laboratoire de Photophysique et Photochimie  Supramoléculaires et
Macromoléculaires) avec un appareil photo ainsi qu’a l'aide d’'un microscope numérique
Keyence. L’alliance de ces deux technologies permet de mieux rendre compte de 'aspect
macroscopique de 'empreinte mais aussi d’aller plus loin par l'investigation de sa structure

microscopique.
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Figure 1.12 - Photos d'empreintes a 1'échelle macroscopique. Prise avec un Nikon D500 (a) et reconstituion 2D de

Pempreinte a laide d’un microscope numérique Keyence en éclairage coaxial complet (b)

Sur les images présentées ci-dessus, il est possible d’observer les crétes, les sillons et les minuties
qui composent 'empreinte ainsi que la structure interne de la créte. En effet, une créte est
composée en son sein d’une multitude de pores de forme particuliere. Ceux-ci sont situés a des
endroits précis sur les crétes. Lorsqu’il est possible de les observer, le détail de ces pores a toute
son importance dans le cadre d’une étude plus poussée de l'identification d’un individu : c’est

la poroscopie.

Par ailleurs, au-dela des pores, I’échelle microscopique permet d’observer I’hétérogénéité d’une
créte. Car méme si cette derniére semble former une ligne homogene lorsqu’elle est vue par un
ceil humain ou un appareil photo numérique, la réalité est toute autre (comme nous le verrons
a plusieurs reprises dans ce manuscrit). En effet, la structure de la créte est extrémement
hétérogene et composée d'tlots, de sécrétions et de morceaux de peau (issus de la desquamation)

dont la résolution n’est pas accessible pour I'ceil humain et 'appareil photo numérique.

La Figure 1.13 ci-apres donne accés a une visualisation de 'empreinte (plus particuliérement

d’une créte) a 1’échelle microscopique.
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Figure 1.13 - Détails de 'empreinte de la Figure 1.9 a 1'échelle microscopique avec reconstitution 3D pour deux

minuties (a) et (b) en éclairage coaxial complet

Cette structure hétérogene de la créte varie selon le donneur, le support, les conditions
d’apposition etc. Mais un des facteurs les plus marquants influencant I'agencement de ces

sécrétions et de leur proportion est la composition chimique de I'empreinte.

1.3 Composition d’empreintes digitales

Une empreinte est le résultat de l'apposition d’un doigt sur une surface, et sa
composition est influencée par différents éléments qui la rendent complexe. Ainsi, une
empreinte est constituée d'un mélange de substances provenant de 1’épiderme et des glandes
situées dans le derme (glandes sudoripares), mais aussi de contaminants internes comme les
médicaments ou les drogues et enfin de composés extrinseques, tels que le sang, la saleté, le
maquillage, la nourriture etc.

En outre, la proportion de ces composés varie selon le donneur (son age, son état de santé, son
régime alimentaire) et des conditions dans lesquelles a été déposée I'empreinte (support,

pression exercée, temps de contact), et cela méme, a différents moments de la journée.?**"

Définir la composition d’'une empreinte nécessite aussi de tenir compte de ces facteurs
extérieurs (Figure 1.14). En effet, une empreinte entre le moment ou elle a été déposée et celui

ou elle est étudiée, peut subir de multiples conditions de vieillissement qui peuvent faire évoluer
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sa composition. Cela peut se produire notamment par évaporation ou altération des composés

initialement déposés.

Dépend :

Dépend de 1a :

= Pression
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Figure 1.14 - Evolution de 'empreinte avec les paramétres influencant la qualité de Uempreinte et son vieillissement

Usuellement, il est défini deux types de sécrétions : eccrine et sébacée. La premiére est assimilée

a de la sueur pure, et contient prés de 98% d’eau le reste étant un mélange de composés

organiques et inorganiques. La deuxieme, dite « sébacée » est ce que ’on pourrait appeler une

sécrétion grasse. En effet, la majorité des composés sont des lipides (triglycérides), des acides

gras plus ou moins lourds, du squaléne et des esters d’acides gras (le cholestérol est présent a

I'état de traces au regard des autres composés).

29-31

Les compositions moyennes d’empreinte issues de la littérature des composés organiques et

inorganiques sont présentées Tableau 1.1 et Tableau 1.2 :

Organic (major)

Organic (trace)

Triglycerides

Fatty acids

Of which:
saturated
monounsaturated
polyunsaturated
Wax esters
Squalene
Cholesterol
Cholesterol esters

30-40%
15-25%

50%
48%

2%
20-25%
10-12%
1-3%
2-3%

Tableau 1.1 - Proportion de composés "organiques” au sein d'une empreinte de type sébacée?
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GC/MS pyrolysis
FTIR and Raman imaging

Compounds Quant. data/FM Analytical techniques
Proteins 384pg a. SDS-PAGE and/or Western Blot
Polypeptides All proteins mixed up b. FTIR (imaging or not)
Lactic acids 9-10 pg or a. GC/MS
154mM b. HPLC
c. Raman imaging
d. FTIR
Chloride 1-15pg a. Silver nitrate
(0.09-122 p.gfcmz) b. Flame photometry
b. GC/MS
c
d.
e

LDI-TOF/IMS
f. SALDI-TOF/MS

Urea 04-1.8pg a. GC/MS
b. FTIR and Raman imaging
Sodium 0.2-6.9 ng or a. Flame photometry
54.0mM b. Capillary zone electrophoresis
Potassium 0.2-5 pgor a. Flame photometry
39.9mM b. Capillary zone electrophoresis
Ammonia (NH;) 0.2-03 pgor a. Flame photometry
Ammonium (NH4) 5.13mM b. Capillary zone electrophoresis
Phenol 0.06-0.25 g Flame photometry
Calcium 0.03-03 pg or a. Flame photometry
5.49 mM b. Capillary zone electrophoresis
Sulphide 0.02-02 pg Flame photometry
Magnesium 1.67mM Capillary zone electrophoresis
Choline - a. Flame photometry
b. Raman imaging
Uric acid 150 pM a. HPLC
b. Flame photometry
Vitamins - Fluorescence spectroscopy and TLC
Creatinine - a. Flame photometry
b. Raman imaging
b ) Amino acids Hadorn [64] Hamilton [65] Oro [66]  Average St dev.
Serine 100 100 100 100 0.0
Glycine 54 67 59 59 6.1
Ornithine 45 32 45 41 6.1
Alanine 35 27 28 28 5.4
Aspartic acid 11 22 22 20 5.9
Threonine 9 17 18 16 4.4
Histidine 13 17 14 15 1.8
Valine 10 12 9 10 2.1
Leucine 7 10 10 9 1.7
Isoleucine 6 8 8 7 1.2
Glutamic acid 12 8 5 7 3.9
Lysine 5 10 - 8 4.1
Phenylalanine 5 7 5 6 1.0
Tyrosine 3 6 5 5 1.3

Tableau 1.2 - Proportion de composés organiques et inorganiques d'une empreinte eccrine®' (a) et quantification

des acides aminés (h)%

Ces valeurs ne sont pas toutes absolues. En effet, celles des acides aminés sont calculées selon
un ratio relatif de I'acide aminé le plus abondant. Ces derniers servent néanmoins de repere

pour la quantification relative des composés principaux de 'empreinte.

D’autres études ont tenté de quantifier la variation de certains composés en fonction du
genre.*>* Ainsi, les acides gras tendraient a étre en plus grosse proportion chez les hommes et
les acides aminés plus importants chez les femmes. Cependant, ces études ayant été réalisées
sur un petit nombre de donneurs, I'analyse statistique des résultats ne permet pas de conclure

a un comportement général.
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La variation de la composition en fonction de I’dge est quant a elle mieux corrélée.*** En effet,
lactivation des glandes sébacées a 1'adolescence modifie le ratio des composés organiques et
plus particulierement ceux des acides gras, des esters d’acides, des lipides et des stérols. Méme
si cette étude de 132 empreintes a été effectuée sur seulement 6 enfants et 6 adultes, elle ouvre

la voie a une compréhension des transformations intrinseques de la composition de 'empreinte.

Comme mentionné précédemment, le temps de vieillissement est aussi un facteur important
dans la modification de la composition de 'empreinte. En effet, des changements significatifs
interviennent apres le dépot de 'empreinte. Les interactions avec la surface et ’environnement
peuvent conduire a des mécanismes d’oxydation, d’hydrolyse et de décomposition. On
différenciera alors deux compositions d’empreinte : (i) la composition initiale lorsque la
sécrétion vient d’étre transférée sur la surface, et (ii) la composition aprés un temps de

vieillissement comprenant des composés modifiés et issus de la dégradation de I'empreinte.?3¢

38

Ces constatations ont permis le développement de deux champs de recherches : le premier
dédié a la compréhension et la détermination des mécanismes de dégradation de ’empreinte et

le second travaillant au développement de techniques de révélation pour les empreintes.

Parmi les possibles sources de dégradation des empreintes, ’exposition a la lumiere est de loin
la plus courante. Des études ont exploré les changements des lipides sous différentes conditions
environnementales.

Une de ces études a été faite selon différentes conditions d’exposition a la lumiere. Le résultat
indique une diminution des composés lipidiques, et ce méme dans le noir concluant & I’existence
d’un mécanisme de décomposition qui n’est pas lumiere dépendant.

La méme observation a été faite pour le squalene. Bien siir, sous conditions plus extrémes avec
un rayonnement UV les mécanismes de photooxydation sont plus rapides et peuvent changer

la structure du squaléne en seulement 1 jour.

En outre, une empreinte exposée a des variations de température et d’humidité sera dégradée
plus rapidement. Une température élevée accroit la perte de masse mais une étude plus poussée
pour évaluer l'effet de ce parametre manque encore a ’heure actuelle. En ce qui concerne
I’humidité relative les études ne semblent pas faire état de la dépendance de cette derniere sur
la perte d’eau. En effet, la plupart des recherches se concentrent sur l'effet de I'humidité pour
les techniques de révélation d’empreintes. Pris dans sa globalité, la bibliographie montre que
des études plus poussées sont nécessaires a une meilleure compréhension des évolutions de
composition chimique des empreintes, notamment a 1’étude des phénomenes d’interdépendance
entre facteurs environnementaux. Ces évolutions de composition ont un impact direct sur notre

capacité a révéler les empreintes digitales.
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1.4 Techniques de révélation d’empreintes digitales

Visualiser les empreintes et plus globalement les traces en vue d’une identification
s’effectue selon différentes méthodes.*! Parmi ces dernicres, certaines sont définies comme
standard et fréquemment utilisées par les forces de I'ordre. Quelques-unes sont présentées ci-
dessous afin de cerner les pratiques des forces de l'ordre francaise et les limitations propres a

ces techniques.

Certaines traces papillaires sont visibles a I’ceil nu. Dans ce cas, les techniques de révélation
employées servent seulement a stabiliser la trace en vue d’une récupération pour une analyse
plus poussée. Pour ce qui est des traces latentes (que I'on ne voit pas directement a I’ceil nu),
les techniques de révélation en laboratoire permettent de les localiser et de les observer avec
plus de facilité.*

La détection et la révélation des traces papillaires impliquent 1'emploi de divers procédés, qui

selon le type de support, peuvent étre utilisés en laboratoire et/ou sur scéne de crime :

Types de Techniques Techniques Techniques Recherche ADN
matériaux de révélation utilisées utilisées
sur scéne de crime |en laboratoire
Support poreux Bain de ninhydrine / \/ Incompatible
(papier etc.) |1, 2-indanédione v v Incompatible
Support Fumigation de .
Compatible
semi-poreux cyanoacrylate \/ \/ compatible
Compatible
Poudre dactyloscopique P
Support i piq : )
DOEI-)poreux (organique et inorganique) \/ \/ (si poudre organique)
Episcopie coaxiale / \/ Compatible

Tableau 1.3 - Comparaison des techniques de révélations pour différents supports

Parmi les techniques présentées dans le Tableau 1.3, deux d’entre elles (la poudre
dactyloscopique et la fumigation) ont été sélectionnées dans le cadre de la these pour des
empreintes latentes sur support lisse non-poreux.

La description et ’exposé de certaines techniques de révélation au sein de cette partie ont pour
but de nous permettre par la suite de comparer lefficacité du procédé développé dans le projet

CYANOSPRAY, et de la situer par rapport a ces dernieres.

1.4.1 Les procédés optiques

Ce sont des procédés non destructifs, qui consistent a examiner les surfaces et les objets
au moyen de méthodes optiques. Ces derniers devront étre systématiquement utilisés en

premier lieu, suivis d'une photographie en cas de résultat positif.*

Bien souvent, cet examen permettra de localiser les traces afin de faciliter l'emploi des procédés
suivants. Cet examen visuel peut étre amélioré lorsqu'il est possible de manipuler les objets

afin de les observer sous des angles différents, notamment en rasance, a 1'aide de différentes
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sources de lumiere blanche plus ou moins puissantes (torche, plafonnier, Crimescope, etc.).
Quelquefois, une photographie permettra d'exploiter directement ces traces.

Parmi ces méthodes optiques, on peut éclairer 'objet avec de la lumiere UV et en observer la
lumiere réfléchie. La différence d'intensité au niveau de la réflexion crée un contraste qui peut

permettre d'exploiter la trace photographiée.

L’épiscopie coaxiale quant a elle est surtout utilisée pour l'examen des surfaces lisses. Le
systeme épiscopique coaxial, Figure 1.15, consiste a éclairer 1'objet et a observer sélectivement
la réflexion spéculaire qui sera plus forte venant du support lisse que des traces qui diffusent
la lumiere. Ainsi, le support lisse apparait clair par rapport aux crétes papillaires plus sombres.
Ceci est possible grace & un miroir semi transparent qui enléve la lumiere diffuse. Ce mode
d'éclairage est utilisé pour contraster les traces papillaires. Il peut notamment servir a exploiter

celles déja révélées

Source
lumineuse

@ Visualisation
/

1 | Lumiére incidente
Ny’ II
- - o o o
- - > L L
~
\
£ l

Lentille de
Fresnel

Miroir

semi-transparent

Réflexion spéculaire

o«
"..\r_ <

Trace papillaire . - ".‘ ._." .

Figure 1.15 — L’épiscopie coaxiale®

1.4.2 Les procédés physiques

La révélation des traces a 1'aide de ces procédés s'effectue par une adhésion physique
sélective sur les crétes de 'empreinte qui permet de mettre en évidence un contraste entre les
crétes et les sillons. C'est notamment le cas des poudres dactyloscopiques, de la suspension de
microparticules ou encore de la métallisation sous vide. L’objectif de ces procédés est de créer
un contraste entre le support et 'empreinte déposée (contraste de lumiére absorbée, réfléchie,

diffusée, etc.)."!

I1 est possible de recourir & une grande variété de poudres (blanches, noires, magnétiques ou
fluorescentes) pour révéler des traces papillaires latentes. Les traces révélées a la poudre sont

photographiées puis apposées sur des « transferts ». Ces supports transportables permettent
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de recomposer la trace dans le bon sens physique et de visualiser les crétes en noir sur fond
blanc.

La réussite de ce type de procédés est soumise & un certain nombre de critéres. Les traces
doivent étre révélées sur des supports non poreux dont les surfaces doivent étre propres, lisses
et seches. D’autre part, efficacité de ces procédés repose aussi sur le type d’applicateur utilisé
mais surtout sur I’expérience de I'utilisateur, notamment sa capacité a apposer la poudre sans
endommager 'empreinte. L’usage de ces poudres manque ainsi de fiabilité et ne peut garantir

la réussite de la révélation.

1.4.3 Procédés chimiques : exemple de la ninhydrine

La révélation des traces a l'aide de ces procédés s'effectue par une réaction chimique.
La réaction a généralement lieu avec un des composants chimiques du dépdt sudoral et produit

une trace colorée ou luminescente. C'est le cas de la technique de révélation a la ninhydrine.**?

Utilisée sur les surfaces poreuses (papier, carton, bois non traité) par immersion ou vaporisation
puis ringage, la ninhydrine réagit avec les acides aminés et forme ainsi un produit a la
coloration violette que l'on nomme « pourpre de Ruheman ». Facile d’utilisation et peu
cofliteuse, cette méthode ne peut étre qu’employée sur les surfaces non mouillées dans la mesure
ol les acides aminés sont solubles dans I'eau. Ce réactif étant dangereux car réagissant avec
les acides aminés et protéines, Figure 1.16, il ne peut &tre manipulé qu’en laboratoire.” Ce
procédé de révélation nécessite en outre un ringage de 1'objet a révéler dans différents bains de

solvants toxiques (le méthanol) et reste tres long a réaliser (plus de 24 heures).

@Qﬁ “hoO_ (j:é’ m_cmwg %

nrnhy:i:ne acide ﬁ ynsaturé

-502 (jQLN_CH-— @LNHZ + RCHO
by Os :
> ) violet
0 o o

Figure 1.16 - Réaction de coloration d'empreinte digitale a partir de la ninhydrine

1.4.4 Procédé physico-chimique : la révélation d’empreinte par fumigation

Ce procédé plus complexe utilise des molécules de cyanoacrylates d’alkyles.® Il associe
une réaction de polymérisation, de la diffusion de lumiere, et éventuellement de la fluorescence

(si un colorant est ajouté).

24





25 1 . Introduction bibliographique

La révélation par fumigation du cyanoacrylate d’éthyle pour la dactyloscopie constitue a ce

jour un moyen de révélation en une étape, peu coliteux et facile d'utilisation.

Utilisé pour la premiere fois par un chercheur de Kodak® comme nouvel adhésif pour ses
bandes photographiques, les cyanoacrylates seront, au cours des années 1970 réemployés en
criminologie sous forme de vapeurs réactives qui polymérisent sur les crétes de 'empreinte et
deviennent visibles en diffusant la lumiére environnante.* Le polymeére blanc obtenu a
Pavantage de ne pas perturber 'analyse ADN. Compte tenu du fait que le polymeére obtenu
est blanc, il n’est pas visible sur certaines surfaces. Il est alors possible de réaliser un post-
traitement a l'aide d’un chromophore afin d’augmenter le contraste de 'empreinte. Une
deuxiéme solution consiste & mélanger le monomere avec un fluorophore spécifique (le
Lumicyano®) qui se sublime dans la méme gamme de température que le monomere
cyanoacrylate, permettant ainsi une révélation en une étape. Cependant, il est encore difficile
de révéler les empreintes pour des surfaces poreuses ou encore sur certains matériaux tels que

des sieges de voiture, dans la mesure ou les sécrétions sont absorbées au sein du matériau.

Le procédé de révélation par fumigation de cyanoacrylate s’effectue dans une enceinte
normalisée a hygrométrie controlée ot sont déposés les objets a révéler.

Le mécanisme mis en jeu lors de la révélation est le suivant (voir Figure 1.17) : le monomere
d’éthyle cyanoacrylate (chauffé a 120°C en présence d’une forte humidité) réagit sur
Iempreinte qui contient des agents nucléophiles capables d’initier une polymérisation

anionique pour donner du polycyanoacrylate d’éthyle, blanc (ou coloré en présence de

47-51

fluorophore, initialement mélangé au monomere, afin d’augmenter le contraste).

CN
cN
5 b CN 4 COOEt ot e
Nu-X + =( T Nu-CH,—©. X —‘h- Nu—tCH, CH2—|e,X"
Ininaton ropagation
COOEt Coogt  ProPed COOEt COOEt

Figure 1.17 - Réaction de polymérisation du cyanoacrylate d'éthyle

Cette technique présente plusieurs avantages : elle assure (i) une révélation efficace sur une
grande variété de supports (non-poreux et semi-poreux), (ii) un niveau de détail de 'empreinte
pouvant aller jusqu’a la visualisation des pores de la trace révélée. De plus, comme précisé
précédemment I'empreinte révélée peut étre récupérée en vue d’une analyse ADN, le produit
ne perturbant pas les réactions d’'une PCR (acronyme anglais de "Polymerase Chain Reaction',

réaction de polymérisation en chaine).*

Cependant, la révélation en enceinte normalisée est fortement contrainte par la taille et le type
d’objets a révéler puisque limitée aux objets transportables en laboratoire dans la majorité des

cas. Elle se révele difficile a mettre en ceuvre dans un véhicule ou encore dans un appartement.
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Lorsque I'on procede a une révélation de traces papillaires, le choix de la technique utilisée est
motivé par différents points que sont : (i) la nature et 1’état de la surface examinée, et (ii) les
avantages et inconvénient de la technique lors de sa mise ceuvre et du résultat escompté.

Par conséquent, la révélation d’empreintes digitales sur scene de crime se cantonne a quelques
techniques particulieres comme la poudre et quelquefois a des vapeurs de cyanoacrylate pour
des cas particuliers (par exemple U'intérieur d’une voiture qui est un systéme clos dans lequel

on peut confiner des vapeurs).

De nouveaux moyens de révélations portatifs et efficaces sur scene de crime est un besoin
exprimé par les forces de I'ordre. Dans ce cadre, le travail de these a testé une approche de

révélation par spray.

1.5 Vers l'utilisation d’un nouveau procédé de révélation : le spray

La transformation d’un élément liquide en aérosol, ou tout autre forme de dispersion
de petites particules, dans une atmospheére gazeuse revét une grande importance dans le
domaine industriel et au sein de domaines comme la médecine ou I'agriculture. Un aérosol se
forme par I'atomisation d’un jet ou d’une feuille de liquide. La désintégration de I’élément
liquide par I’énergie cinétique de ce dernier se produit lors de son exposition a un gaz a haute
vitesse ou bien par l'application d’énergie mécanique extérieure. Le processus d’atomisation
étant par nature aléatoire, le spray résultant est usuellement caractérisé par une large

distribution de tailles de gouttes.”

Les sprays sont de toutes tailles et de natures variées. Il est possible de distinguer : (i) des
sprays « naturels » comme la pluie ou encore les embruns, (ii) des sprays « artificiels » produits
par la pomme de douche, par les gaz propulseurs des bombes de laques, les sprays pour la
peinture etc.

Les sprays produits par Pactivité humaine sont généralement utilisés pour la transformation
alimentaire, pour la dispersion de carburants liquides pour la combustion, pour I’application

de peinture, pour la fabrication de neige ou encore pour I’élimination d’incendie.

a)
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Figure 1.18 — Exemples d’applications du spray pour : un injecteur de carburant liquide®® (a), un canon & neige®

(b), un gicleur pour les extinctions d’incendie’™® (¢)

Toutes les applications relatives a l'utilisation d’un spray dépendent d’un parametre clé : la
taille des gouttes. En effet, la gestion de celle-ci est déterminante pour le bon fonctionnement
et Pefficacité du spray, mais aussi pour répondre a des normes de sécurité notamment pour les
applications médicales et la transformation alimentaire. Il s’ajoute a ce parametre de taille,
celui de la vitesse des particules qui peut selon le type de spray avoir un impact conséquent
sur la propriété recherchée. Toutes ces applications impliquent une grande diversité de
parametres physico-chimiques a prendre en compte et a gérer lors de ’atomisation du liquide,
et notamment celles liées aux vitesses, aux tailles et aux densités de gouttes générées qui sont

mises en jeu selon 1'application visée.

1.5.1 Classes et géométries d’atomiseurs

Ainsi, afin de contrdler la taille de goutte mais aussi la vélocité des particules plusieurs
systemes possédant des géométries particulieres ont été développés pour répondre aux besoins
des différentes applications.”

L’atomisation d'un liquide en vue de 'obtention d'un spray s’effectue a 1'aide d'un atomiseur
qui controle une partie des priorités du flux de liquide sortant. Les atomiseurs existants

peuvent étre classés en trois grandes familles :

- La premiere est celle des « pressure atomizers » qui délivrent a travers un orifice de
petite taille un liquide a haute vitesse au sein d'un environnement gazeux qui se meut
lentement.

- La seconde est celle des « pressure atomizers ». L’atomiseur est rotatif et éjecte le

liquide a haute vitesse a la périphérie de ce dernier.

27





1 . Introduction bibliographique

- La troisieme est une approche alternative qui expose un liquide d’une vitesse
relativement faible a un courant gazeux véloce. Cette méthode d’atomisation regroupe
plusieurs catégories sous les noms de: « twin-fluids », « air-assist » ou encore «

airblast atomization ».

Au sein de ces trois grandes catégories, il existe de nombreuses variantes de géométrie de la

buse d’éjection du liquide qui sont présentées, Figure 1.19, ci-dessous :

Liquid —— =3 plain-orifice

Liquid Simplex Liquid —p Internal-mixing
Air —p Air assist
Primary —p
Secondary _p@ Duplex
Liquid —p External-mixing
Air —» Air assist
Secondary —p . —A
Primary —p@ Dual-orifice Liquid
¢ Liquid =\I o
o Liquid —p—or——y Pl'am—)et
Liquid —p Fan spray Air f’:/l Airblast
<+ -»
L ———
Supply —p——3 Liquid ——p=——=, il
Spill 4 Spill return Air — 3 ﬁ Pl"chlmmg
_@ Airblast
Disk Cup —]
(@) (b) ()

Figure 1.19 — Géométries de buses pour les « pressure atomizers » (a), les atomiseurs rotatifs (b) et les « twin-
fluid atomizers » (c¢)*

Ainsi, selon 'application visée la classe de 'atomiseur mais aussi sa géométrie interne (par le
biais de la buse d’éjection du liquide) seront définies afin de produire le nuage de gouttes désiré
(tailles définies, densité, vitesses des particules etc.).”

Les avantages et les limites des principaux types d’atomiseurs sont donnés dans le Tableau

14 :

Type Description Advantages Drawbacks Applications
Pressure Plain orifice 1. Simple, cheap 1. Narrow spray angle Diesel engines, jet
atomizer engine afterburners,

ramjets

Simplex

Duplex

Dual orifice

2. Rugged
1. Simple, cheap

2. Wide spray angle (up to 180°)

Same as simplex, plus good
atomization over a very
wide range of liquid flow
rates

1. Good atomization

2. Turndown ratio as high as 50:1

3. Relatively constant
spray angle

2. Solid spray cone
1. Needs high supply pressures

2. Cone angle varies
with pressure
differential and
ambient gas density

Spray angle narrows as liquid
flow rate is increased

1. Atomization poor in transition
range

2. Complexity in design

3. Susceptibility of
small passages to
blockage

Gas turbines and
industrial furnaces

Gas turbine combustors

Wide range of aircraft and
industrial gas turbines
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Type Description Advantages Drawbacks Applications
Pressure Spill return 1. Simple construction 1. Spray angle varies with flow Various types of combustor
atomizer rates
2. Good atomization over entire 2. Power requirements higher Has good potential for slurries
flow range than with other pressure and fuels of low thermal
nozzles except at maximum stability
discharge
3. Very large turndown ratio
4. Large holes and flow passages
obviate risk of blockage
Fan spray 1. Good atomization Needs high supply pressures High-pressure coating operations
2. Narrow elliptical pattern Annular combustors
sometimes advantageous
Rotary Spinning disk 1. Nearly uniform Produces a 360° spray pattern Spray drying
atomization possible with
small disks rotating at high
speeds
2. Independent control of Crop spraying
atomization quality and flow
rate
Rotary cup Capable of handling slurries May require air blast around Spray drying
periphery
Spray cooling
Air-assist Internal mixing 1 Good atomization 1. Liquid can back up in air line ~ Industrial furnaces
2. Large passages prevent 2. Requires auxiliary metering Industrial gas turbines
clogging device
3. Can atomize high- 3. Needs external source
viscosity liquids of high-pressure air or
steam
External Same as internal mixing, plus 1. Needs external source of air Same as internal mixing
mixing construction prevents backing or steam
up or liquid into the air line
2. Does not permit high liquid/
air ratios
Airblast Plain jet 1. Good atomization 1. Narrow spray angle Industrial gas turbines
2. Simple, cheap 2. Atomizing performance
inferior to prefilming airblast
Prefilming 1. Good atomization Atomization poor at low Wide range of industrial and

especially at high ambient
air pressures
2. Wide spray angle

air velocities

aircraft gas turbines

Tableau 1.4 — Comparaison et caractéristiques de géométries d’atomiseurs®

1.5.2 Systéme de spray retenu : ’aérographe

Le choix de I'aérographe comme spray a été motivé par son prix abordable et sa facilité
d’acces dans différentes enseignes spécialisées. De plus, ¢’est un systeme couramment utilisé en

peinture (pour du cake design par exemple ou pour des surfaces diverses).

Dans notre cas, le spray peut étre défini comme un systéme bi-fluidique ot un jet liquide
s’atomise en tres fines gouttelettes par le biais d’'un gaz a haute vitesse. Le terme général
englobant cette catégorie de buse pour la génération de gouttelettes est appelé « Air-assist
atomizer ». Le spray se présente sous la forme d'un aérographe ou l'air sous pression et le

liquide se mélangent a l'intérieur de la buse d’éjection du liquide avant de sortir, et de
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s’atomiser en un nuage de gouttes. La mixtion est donc interne et un schéma de I'aérographe

utilisé est représenté Figure 1.20 ci-dessous.

===

Flux du liquide T

b) c)

o, S <
_— %
Réservoir et condult < ~ee. / - ¥

pour le liguide

Vis de fixation
de laiguille

Valve d'air

Capuchon amovible
(chapeau d'air)

Buse

Figure 1.20 — Type de spray utilisé dans le cadre du projet CYANOSPRAY avec un schéma général de
Paérographe®! (a), la structure interne de I'aérographe® (b) et les buses utilisées de 0,2 mm (& gauche) et de 0,5
mm (3 droite)

Contrairement aux « Airblast nozzle », 'atomisation assistée par courant gazeux opere a de
petits débits liquides, avec un courant de gaz toujours sous pression. De plus, il n’y a pas de
restriction sur la vélocité du liquide ou du gaz vecteur. En outre, le gaz étant gardé sous
pression, il est délivré seulement lorsque 'on pousse la gachette qui permet de rétracter

laiguille et de permettre la sortie du mélange air/liquide.

1.5.3 Formations de gouttes : Atomisation

Nous avons vu que les aérosols pouvaient étre produits de diverses facons et que la
géométrie du systeme d’atomisation était déterminante dans le type d’applications et de
gouttes produites. Le phénomeéne d’atomisation, bien que complexe, peut étre illustré et divisé
en plusieurs étapes. Le fluide liquide dans cette étude est 1’éthanol, un fluide que l'on
considérera comme newtonien (c’est-a-dire ayant une vitesse de déformation linéaire sous une
contrainte) pour lequel il est possible d’appliquer les connaissances actuelles issues de la

littérature.”

L’atomisation d’un écoulement diphasique passe par plusieurs étapes. L’atomisation d'un jet
liquide renvoie a un processus pour lequel un volume de liquide se désintégre en un brouillard

de gouttes polydispersées.
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Ainsi, lorsqu’un volume de liquide est exposé a un milieu gazeux en mouvement, la compétition
entre les forces de cohésion et de dispersion du liquide va engendrer des oscillations et des
perturbations au sein du liquide. Lorsque les conditions sont favorables, les oscillations gagnent

en amplitude et peuvent amener a la formation de fines gouttelettes.

Une classification des mécanismes d’atomisation a été faite en 2009 avec les travaux de
Lightfoot.® Pour ce faire, il utilise principalement 4 champs : la classe de 'atomiseur (i), le

mode d’atomisation (ii), le type de perturbation déclenchante (iii) et le type de perturbation

de rupture (iv).

Dans le cas du spray étudié, le modele utilisé est celui du « Unified Spray Breakup (USB) »
qui se décompose en trois sous processus distincts : (i) 'atomisation primaire, (ii) la

déformation de goutte et (iii) I'atomisation secondaire.” %
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R —— oeﬁ&:: o" ;g;-g - ----
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Figure 1.21 - Décomposition de la structure du jet atomisé d'un spray bi-fluidique air/liquide®

Les atomisations secondaires peuvent aussi avoir lieu plus loin dans le cone de spray

Atomisation primaire
La premiere étape rencontrée est 'atomisation primaire. Un corps liquide sous la forme
d’un jet ou d’une feuille devient un fluide en mouvement sous 'effet de la pression. Puis une

variété de mécanismes de transfert d’énergie augmente les instabilités a 'interface entre les

fluides. La premiere étape de cette transformation est I'atomisation primaire.
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La désintégration intervient lorsque les forces de dispersion sont plus importantes que les forces
de cohésion du liquide (la tension de surface et la viscosité).%

L’atomisation primaire intervenant pres de la buse d’éjection du liquide, des effets de cavitation
peuvent induire un état métastable ou la pression locale est plus petite que la pression de
vapeur saturante du liquide. Mais ce n’est pas le seul élément dont est dépendant le processus
d’atomisation. Ainsi, il est possible de répertorier I'influence : (i) des caractéristiques du fluide,
(ii) du profil de vitesse du jet, (iii) des turbulences, (iv) de I'injecteur ou encore (v) de I’état

thermodynamique des deux phases.

Certains parameétres adimensionnels peuvent étre utilisés pour définir la nature ainsi que les

propriétés de 'atomisation.

Le nombre de Reynolds qui caractérise ’état laminaire, transitoire ou turbulent de I’écoulement
d’un fluide, intervient dans la description de l'atomisation primaire. Lorsque le nombre de
Reynolds est grand, on tend vers un écoulement turbulent, et I’atomisation est régie par des
cisaillements de petites longueurs d’ondes. Plus généralement, la valeur du nombre de Reynolds

est un indicateur qualitatif de la nature du régime d’écoulement.

piVié
1201

Nombre de Reynolds =

Equation 1.1 - Nombre de Reynolds liquide (avec o1 la masse volumique du liquide, Vi la vitesse du liquide, & le

diameétre de la buse, et u1la viscosité dynamique)®

En pratique, le régime d’atomisation dépend fortement de la géométrie de I'injecteur et des
propriétés physiques du liquide. Des études réalisées par Reitz et Bracco ont identifié 4 régimes
possibles pour 'atomisation primaire.”® Ceux-ci peuvent étre prédits par 'amplitude de la

valeur numérique du nombre de Reynolds pour le liquide.
Atomisation secondaire

A fort courant gazeux, il y a souvent un mécanisme d’atomisation secondaire plus loin
dans le flux. En effet, apres leur formation, les gouttes peuvent rentrer dans une région ou les
forces aérodynamiques sont suffisantes pour causer une déformation significative et conduire a

une fragmentation.

Plus précisément l'atomisation secondaire consiste en un fractionnement de la goutte qui se
produit lorsque la pression inertielle est suffisamment forte et dépasse une valeur critique (celle
de la tension de surface). Cette compétition est représentée par le nombre de Weber qui

représente le rapport entre 'inertie et la tension de surface.
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pg(Vg—V1)*¢
a

Nombre de Weber =

Equation 1.2 - Nombre de Weber (avec pg la masse volumique du fluide vecteur, Vi la vitesse du liquide et Vg
vitesse du gaz vecteur, § le diameétre des gouttes pour une phase dispersée, o la tension de surface du liquide®
Les forces aérodynamiques qui jouent sur une goutte pendant son déplacement peuvent
entrainer une déformation de la goutte. La forme qui minimise la surface a volume constant
est la sphere. Par conséquent, en sortie d’atomisation primaire il est nécessaire d’exercer une
force extérieure pour briser la goutte en plusieurs. Cette force doit amener & un nouvel état
stable, celui de gouttes « filles » possédant une énergie supérieure a celle dont elles sont issues.
En effet, il est considéré que la brisure d’une goutte en 2 gouttelettes identiques produit une
surface supérieure d’un facteur 1,26 en moyenne.

Une classification des modes de brisure de la goutte en fonction du nombre de Weber a été
proposée par Pilch et Erdman en 1987 (voir Figure 1.22 ci-dessous pour un nombre de Weber

croissant).

a) Vibrational break-up : 12<We

{1 Fa
\ / S
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A
b) Bag break-up : 12<We<50

c) Bag and jet break-up : 50<We<100
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\ ,.'I \ "I.-'I : J | N
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d) Sheet stripping ©  100<We<350
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&) Wave crest stripping and catastrophic break-up : 350=We
1 £
O r_: E-:k' '.:

Figure 1.22 - Modes de désintégration d'une goutte en fonction du nombre de Weber, d’apreés Pilch & Erdman
(1987)70

Apres la perturbation, la plus grande tension de surface obtenue pour des gouttes plus petites
peut étre suffisante pour équilibrer les forces extérieures.

Finalement, la granulométrie de gouttes pour un spray donné est déterminée par I’atomisation
primaire et secondaire. En effet, indépendamment du mode de fragmentation le produit final
de Patomisation secondaire est une collection de fragments avec une certaine distribution de
taille. Cette information est importante dans le cadre de la détermination des mécanismes

d’évaporation et des interactions résultantes entre les gouttes. Si on fait I’hypothese que la
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fragmentation est homogene, la distribution des tailles obtenues suit une loi log-normale.
Plusieurs travaux font ’hypothese d’une relation entre la taille des gouttes et celle du diametre
du jet liquide initial (ligament). Cependant, la largeur de la distribution des diametres de
gouttes dans l'aérosol est principalement due au mode de brisure du ligament et & la géométrie

de atomiseur utilisé.

1.5.4 Evolution de la granulométrie : les phénoménes de coalescence et d’impact

Un dernier phénomeéne est cependant a considérer. La distribution des gouttes peut
évoluer dans le temps s’'il y a coalescence des gouttes pendant leur trajet. De plus, les
trajectoires des grosses et des petites gouttes n’étant pas la méme, la distribution des tailles
de gouttes varie en fonction de la distance. En effet, les grosses gouttes ont tendance a suivre
une trajectoire rectiligne au contraire des petites qui, elles, sont rapidement déviées par le

courant du gaz.

La coalescence est un phénomene qui peut survenir a plusieurs endroits du trajet des gouttes.™
Elle est issue des collisions entre particules que la vélocité de ces dernieéres encourage.™ Plus
généralement, lorsque deux gouttes interagissent durant leur temps de vol, elle peuvent faire
lexpérience de plusieurs phénomenes. Ceux-ci peuvent se caractériser par un rebond, une
coalescence durable ou une coalescence temporaire suivie soit par une perturbation («

disruption » pour le terme anglais), soit par une fragmentation (Figure 1.23).
7 @ bounce
0, &
0, -
0, @& @° —
©
O, @ @ e

Figure 1.23 - Coalescences possibles des gouttes™

Quantifier et prédire ces phénomenes s’effectue au travers du calcul de I’énergie cinétique de
collision. Si cette énergie est trop faible, les gouttes ne pourront pas passer la couche de gaz
autour des particules ce qui occasionnera un rebond. A Dlinverse si I'énergie cinétique de
collision est trop importante, la coalescence des gouttes sera temporaire et suivie d’une
fragmentation ou d'une perturbation (« disruption »). L’équilibre entre ces différents
phénomenes, régi par I’énergie cinétique de collision, est directement dépendant de la vélocité

des particules. Ainsi, il est primordial pour une application utilisant un spray de comprendre
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w
Ut

et de prédire, quand cela est possible, les phénomenes de collisions et de coalescence pouvant
prendre place. En effet, ces derniers peuvent affecter de maniere significative la population de

gouttes résultante.

Enfin, selon leur diametre, les gouttes sont soumises a divers phénomenes durant leur parcours.
Il en résulte des mécanismes de dépdt et de transfert de matiere variables. De maniere
qualitative, il est possible d’extraire quatre types de mécanismes de transfert de dépot (nous
excluons ici les effets de gravité et de champ électriques) : la diffusion brownienne, I'impaction,
la turbulence et la centrifugation (voir figure Figure 1.24 ci-dessous).

—

——

g P

Diffusion brownienne

3
=) |

Impaction Turbulence Centrifugation

Figure 1.24 - Mécanismes de transfert de matiére des particules sur une surface™

La force et le type de transfert considéré ont un lien étroit avec la qualité d’'une empreinte
révélée. Et cette qualité se traduit par la résolution et le contraste de ’empreinte obtenu apres

révélation.

1.5.5 Remise en contexte de I’étude

Ce projet de these a pour objectif de développer un dispositif de révélation d’empreintes
digitales par atomisation de solutions fluorescentes. Les problématiques abordées dans ce
travail sont de différentes natures. La grande variabilité des empreintes digitales
(morphologique et chimique) a été un probleme deés le début de cette étude, car mesurer
Iinfluence d’un parameétre procédé sur une révélation requiert d’étre capable de révéler toujours
la méme empreinte. Nous avons donc débuté cette thése par un travail méthodologique qui
nous a permis de proposer une solution a ce type de probléeme. Dans la suite du travail, nous
avons ensuite présenté séparément l'étude des mécanismes de révélations d’empreintes par

spectroscopie de fluorescence et I’étude de I'influence des parametres de spray.

L’étude complete de modélisation d’un spray est un travail long et complexe que nous n’avons
pas effectué. Nous avons fait le choix de nous concentrer sur une étude plus ciblée, visant a

déterminer la taille et la vélocité des gouttes produites par notre aérographe. L’objectif est
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d’appréhender les mécanismes de fragmentation a 1’ceuvre dans nos conditions d’atomisation,
et de définir les distributions de tailles de gouttes et les vélocités permettant d’obtenir une
révélation d’empreintes digitales de qualité. Ces données ont été utilisées pour la mise au point

d’un procédé industrialisable simple et reproductible.

Enfin, le spray étant développé dans une optique d’utilisation opérationnelle, les empreintes
ont été abordées selon cet angle de vue qui prend en compte des contraintes plus pratiques sur

le terrain.
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Chapitre 2 : Travail préliminaire. Empreintes

digitales artificielles reproductibles

Comme explicité dans le chapitre bibliographique, la forme et la composition chimique
d’une empreinte digitale changent selon la personne, les circonstances de son dépdt et son
vieillissement. La composition en particulier est influencée par une multitude de facteurs.
Cette forte variabilité n’est pas maitrisée a ’heure actuelle, ce qui a pour conséquence de
freiner la vitesse de développement de nouvelles méthodes de révélation dactyloscopiques. En
effet, elle force I'expérimentateur (i) a effectuer plusieurs dizaines, voire centaines de tests
pour chaque parameétre expérimental exploré, afin d’étre représentatif de tous les
comportements possibles. Puis, (ii) & comparer les performances de ces méthodes par des
approches statistiques, celles-ci comportant une marge d’incertitude dépendant de la taille de

I’échantillon et de la représentativité des donneurs.

La vision du physico-chimiste permet cependant d’envisager une voie de simplification
rigoureuse & cette problématique. Les différentes méthodes de révélation sont le plus souvent
basées sur des propriétés d’adhésion physique comme pour la poudre dactyloscopique, ou sur
une réaction chimique spécifique (avec les protéines ou les molécules nucléophiles de
Iempreinte). Globalement, la propriété discriminante lors de la révélation est majoritairement
dépendante du support, de la quantité absolue de certaines fonctions chimiques, ainsi que de
la polarité de leur environnement ou encore de ’état physique de la trace déposée (liquide,
visqueux, solide).

Une contribution a 1’élaboration de procédés dactyloscopiques pourrait étre possible si I'on
parvenait a définir un petit nombre de compositions chimiques représentatives de différentes
classes de personnes (incluant les extrémes de comportement). Ainsi, lexploration des
nombreux parametres d’une nouvelle méthode de révélation pourrait étre effectuée sur un jeu
tres restreint d’empreintes modeles, 'optimisation de 1’étape finale pouvant par la suite se

réaliser sur un jeu complet d’empreintes réelles.

Ce chapitre décrit la création d'un tel jeu d’empreintes artificielles parfaitement
reproductibles de forme et de compositions contrélées. Il a été utilisé dans la suite de ce travail
de these afin de converger le plus efficacement possible vers un procédé optimisé pour la fin
du projet de recherche.

Ainsi, ce premier travail présenté ci-apreés a pour but de dénombrer et de définir une petite
quantité d’empreintes représentative d’une classe d’age donnée (I'dge du donneur est une
source de variabilité importante). De plus, une nouvelle méthode de production de ces

compositions d’empreintes y sera détaillée ainsi que leur utilisation en vue de réaliser des
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études systématiques, ou encore de comparer I'influence de parametres physico-chimiques lors

d’applications particulieres.

2.1 Etude de la composition d’empreintes digitales

Les empreintes digitales sont classées selon deux grandes familles : celles-ci sont soit
considérées comme eccrines (assimilées a de la sueur pure) ou de type sébacée (sécrétion grasse
issue de la glande sébacée). Dans la littérature nous avons pu trouver deux protocoles distincts
décrits comme permettant d’obtenir I'une ou 'autre des compositions. Les empreintes eccrines
sont obtenues par lavage des mains avec un savon, ringage a I’éthanol puis sudation dans des
gants jetables. Les empreintes de type sébacées sont quant a elles plus faciles a obtenir. Les
mains sont simplement lavées et les doigts frottés sur les zones grasses du visage, c’est-a-dire

le front, le nez et le menton, opérant ainsi le transfert du sébum vers le bout des doigts.**!

L’analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) des compositions des deux grands
types d’empreintes obtenues par ces protocoles est présentée dans la Figure 2.1 ci-dessous.
Les mesures ont été effectuées a 'aide d’un imageur Infrarouge afin de pouvoir conserver les
empreintes (les détails de la technique sont disponibles au sein de I’Annexe 1 et le détail des
attributions est disponible Annexe 3).

Il est considéré que les sécrétions eccrines sont composées a plus de 95% d’eau, le reste étant
un mélange de composés organiques et inorganiques. L’eau n’est pas visible sur les spectres
IRTF car elle s’est évaporée (il ne reste que de l'eau adsorbée a ’équilibre avec ’humidité
relative dans l'atmosphere, 50% environ dans notre cas). De facon surprenante, les spectres

obtenus pour les deux types d’empreintes sont peu différents.
y

Pour les deux types d’empreintes la présence de bandes caractéristiques des acides aminés et
protéines est visible vers 3280 c¢cm™ pour vnm, et pour la bande Amide I a 1650 ecm™ qui
correspond & Vc—os, Vons Onm, Ve—cs. On observe aussi la présence de fonctions carbonyles
présentes dans les acides gras, les triglycérides et les acides aminés (vibrations de la fonction
CO & Voo esters~ 1745 cm™ et Ve—oacides carbosyliques~1722 cm™). Pour des questions de sensibilité,
nous avons choisi de prendre en compte les vibrations de fonction CO pour les ester et les
acides carboxyliques ensemble. Une grande quantité de chaines alkyles est également
détectable (Vemosym~2852 cm™) Vemasym~2921 ecm™, Ve sym~2958 cm'!).

En comparant les deux spectres, on se rend compte que le protocole utilisé pour produire une
empreinte eccrine réduit la proportion de sécrétions grasses que sont les acides gras et les
triglycérides (visible par le rapport des bandes : Vo esters et acides carboxyliques / groupement Amides
[ aux environs de 1650 cm™ ; mais aussi par le rapport : Ve_o.ester et acides carboxyliques / 1€ groupement

NH a 3280 cm™). De plus, 'analyse d’une empreinte sébacée sature le signal obtenu pour des
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groupements alkyles (2850 a 2960 cm™), ce qui n’est pas le cas pour une empreinte eccrine.
Cette différence marque la présence d’une plus grande quantité de sécrétions grasses déposées

par ce protocole.

On constate donc que les protocoles disponibles dans la littérature ne sont pas toujours fiables
et qu'une empreinte eccrine « pure » est difficile a obtenir pour un adulte, car elle contient
toujours une proportion significative d’acides gras et de triglycérides. Cette approche ne
semble pas satisfaisante pour permettre & n’importe quel expérimentateur adulte de produire

les mémes empreintes standards.

Empreinte eccrine
—— Empreinte sébacée

Absorbance (u.a)

T N T T T T T N T T T

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Nombre d'onde (cm™)

Figure 2.1 - Spectres Infrarouges a Transformée de Fourier normalisés respectivement pour une empreinte eccrine
« séche » (orange) et une empreinte sébacée (bleu) obtenues sur un adulte. Les empreintes ont été produites en
suivant des protocoles issus de la bibliographie (les spectres présentés sont des spectres « moyens » obtenus a

partir de 10 empreintes d’adultes pour chaque famille)

Une étude plus poussée de la bibliographie montre qu’'un individu, selon qu’il ait passé I’age
de la puberté ou non, n’aura pas la méme composition d’empreinte. En effet, les glandes
sébacées sont réparties sur tout le corps et sont activées a la puberté sous l'influence des
androgenes. Leur action limite entre autre le desséchement de la peau en sécrétant le sébum

a la surface de 'épiderme.* ™

En tenant compte de ce facteur hormonal, une étude de la composition chimique d’empreintes
via 'IRTF en fonction de la classe d’age a été réalisée en définissant quatre catégories
d’'individus susceptibles de produire des empreintes différentes : (i) les enfants avant la
puberté, (ii) les adolescents pendant la puberté, (iii) les adultes apres la puberté (18-60 ans)

et (iv) les personnes dgées (60-90 ans).

L’analyse infrarouge est effectuée de la méme maniere que précédemment et une analyse de

bandes d’absorptions caractéristiques a été effectuée (voir Figure 2.3). A noter que les spectres
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produits ici sont des données moyennées. En effet, la collecte d’empreintes a été faite sur 5
donneurs pour chaque classe d’age, a 'exception de celles des adolescents pour laquelle la
moyenne a été effectuée sur un nombre de 3 donneurs. L’attribution détaillée de chaque bande

est disponible en Annexe 3.

Enfant (avant la puberté)

Adolescent (pendant la puberté)
—— Adulte (apres la puberte)
Personne agée

Absorbance (u.a)

I 1
T g T v T d T " T d T d
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 75

Nombre d'onde (cm™)

Figure 2.2 - Spectres IR normalisés des différentes classes d'dges avec une moyenne de 5 donneurs par classe d'age
(excepté 3 pour les adolescents). Les spectres sont moyennés sur toute la zone analysée (sur toute I'image). Les
traits noirs en pointillés correspondent aux positions des bandes d’intéréts des groupements alkyles (~2852 cm™),

carbonyles (~1745 et 1722 cm™') et amides I (~1650 cm™)

Ces bandes caractéristiques révelent de fortes différences de composition chimique entre les
échantillons. Les enfants prépuberes produisent moins de composés gras tels que des acides
gras et des triglycérides que les adultes. L’aire sous la bande pour le groupement carbonyle
(Ve—0esters et acides carboxyliques ~1 745 €t 1722 cm™) est par conséquent moins importante par rapport
a l'aire sous les bandes Amide I caractéristiques des protéines (~1645 et ~1550 cm™). Ce méme
phénomene est observable pour les personnes dgées puisqu’avec 1’dge la production des glandes
sébacées est moindre et la peau tend a s’assécher. A contrario, les bandes des composés
polypeptidiques et protéiques attestent d’'une production en plus grande quantité de ces
derniers par rapport aux composés gras, leur signal est de ce fait proportionnellement

beaucoup plus important.

Comme la contribution des deux bandes a 1645 cm™ et 1745-1722 cm™, respectivement pour
les amides I et les carbonyles, se modifie avec I’age du donneur le ratio entre ces deux derniers
permet le positionnement d’'une composition d’empreinte au sein d’un groupe spécifique de

donneurs : enfant, adolescent, adulte ou personne agée.

Cette premiere classification, permet de nous intéresser ensuite a 1’étude de la modification de

composition d'une empreinte dans le temps (un agent des forces de 'ordre releve sur scéne de
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crime des empreintes parfois vieilles de plusieurs semaines, ou plusieurs mois). Le jeu
d’empreintes utilisé est le méme et a été analysé selon les mémes conditions a différents temps
de vieillissement apres dépot sur lame de verre (les échantillons sont conservés a une
température comprise entre 22 et 23 °C, I'humidité relative est comprise entre 40 et 55 %).
Le but est d’avoir une vision globale des mécanismes principaux mis en jeu lors du

vieillissement de 'empreinte dans le temps (voir Figure 2.3).

a) b)

g B Empreinte fraiche B Empreinte fraiche
? ) Empreinte 4gée de 15 jours © Empreinte agée de 15 jours

w
w
1

0 Empreinte dgée de 30 jours 0 Empreinte agée de 30 jours|

!

@
o
1

? 2

4 i

o 3] o o
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Figure 2.3 - Rapport moyen des bandes Amide 1/CHagm, & 1645 et 2850 cm™ respectivement (a); CO/CHygm &
1750 et 2850 cm™! (b); CO/Amide I & 1750 et 1645 cm™ (c).
Les barres représentées en noir correspondent a la disparité des valeurs obtenues pour les échantillons (valeurs

extrémes obtenues)

La perte d’eau (non montrée ici) est la premiére observation faite sur toutes les empreintes
étudiées. Cette derniere transparait spectralement puisque les empreintes étudiées possedent

moins d’eau (bande d’élongation des OH entre 3000 et 3500 cm™).
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Bien que l'interprétation des mécanismes de dégradation reste complexe, les analyses faites en
Infrarouge et plus particulierement les rapports de bandes donnent des pistes
d’éclaircissement.

En premier lieu, le rapport de la bande Amide I / CHagm. Celui-ci est pertinent pour les
classes d’dge des enfants avant puberté et des personnes dgées car la bande des Amide I y est
détectable avec un signal suffisant. Globalement le rapport Amide I/ CHsgm diminue avec
I’age de I'empreinte, appuyant ’hypothése d’une altération des hélices o des composés type

polypeptidiques et protéiques.

Le ratio CO esters et acides carboxyliques / CHagvm quant & lui varie peu au cours du temps si on considere
les valeurs unitaires. La légere augmentation observée pour les enfants et les personnes agées
pourrait provenir d’une augmentation des groupements carbonyles de type acide carboxylique
due a ’hydrolyse des esters d’acides gras et triglycérides. Le nombre de groupements alkyles
CH, augmente lui aussi par la cassure de liaisons par voie radicalaire, mais moins
significativement que les carbonyles type acide carboxylique. Par conséquent, le rapport global

des deux bandes augmente.

Enfin, le rapport CO esters et acides carboxyliques / Amide 1. Celui-ci varie peu aussi et n’est significatif
que pour les enfants et les personnes agées. En effet, la bande Amide I est peu voire non
détectable pour les adultes, ce qui place le ratio dans I'incertitude de la mesure. Ici, la légere
augmentation du rapport peut étre reliée a la diminution des composés polypeptidiques et
protéiques et a l'augmentation en parallele des groupements carbonyles type acide
carboxyliques.

Les protéines et les acides aminés étant difficilement détectable, les résultats avancés au sein
des publications ne sont pas en mesure de rendre compte de la diversité de ces composés au
sein de 'empreinte et de leurs interactions. En effet, certains travaux utilisant un substrat
poreux, les expérimentateurs étaient en capacité de détecter et de conserver dans le temps ces
composés organiques.’! Par la suite, d’autres études ont démontré que le support a un effet
important sur la conservation et la préservation de la quantité de réactifs.” Ainsi, pour des
supports non poreux il est alors observé une diminution de la concentration surfacique de
composés tels que l'urée, 'albumine ou encore les acides aminés. Dans notre cas, le support
est non poreux et nous observons bien une diminution relative de la bande du groupement
Amide I, ce qui est en accord avec une dégradation de ces composés dans le temps. Néanmoins,
la sensibilité de la technique ne nous permet pas d’obtenir, via ces analyses, des résultats assez
précis et quantitatifs pour pouvoir construire un modele mécanistique de 1’évolution de la

composition d’empreintes dans le temps.

Ainsi, les hypothéses de mécanismes présentées sont basées sur celles de la littérature.
Cependant, les produits de dégradations supposés par ces publications ne prennent pas en

compte la cinétique du processus, et dépendent de nombreux parametres extérieurs. En tenant
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compte de ces informations, nous avons basé nos hypotheses de réaction chimique selon nos
conditions de conservation des échantillons, c’est-a-dire dans 'obscurité a une température et
humidité relative stables, respectivement de 22°C et de 40-55%.

Afin d’avoir une vision plus globale des hypotheéses des mécanismes de dégradation par
vieillissement, basés sur la quantification relative des bandes : alkyles CHagm & 2850 cm,
carbonyles CO a 1745-1722 em™ et Amide I & 1645 cm™, une proposition sous la forme d’une
représentation schématique de ’évolution des molécules au cours du temps est donnée au sein

de la Figure 2.4 ci-dessous.

a)

I
Ri——C——0——CH;

i
R;——C——0—CH

1

C—O0——=CH,

N e Ve Ve Ve VY &
HaC &

Triglycéride
Hydrolyse lI:\)
o] Ry——C——0——CH,
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HsC o = S N SN = CHz R1)L‘O’R2
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Figure 2.4 - Hypothéses de mécanismes de dégradation de certains composés organiques majeurs de 1'empreinte??!
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De maniere globale le signal de tous les composés tend a diminuer avec le temps. Les analyses
réalisées ici ne permettent pas de quantifier précisément cette perte de réactif, raison pour
laquelle I'analyse a été menée en considérant le ratio relatif de deux bandes d’intérét. Au-dela
de cette diminution des composés, nous avons basés nos hypotheses de réactions de
dégradation de ces derniers sur des réactions d’oxydation et d’hydrolyse. Les phénomenes

d’oxydations pouvant étre de type radicalaire, comme pour le squaléne par exemple.

La composition d’'une empreinte et son évolution sont complexes et dépendent de nombreux
facteur extérieurs. Comprendre l'influence de chacun d’eux nécessiterait une étude dédiée
uniquement & ce travail, un grand nombre d’échantillons et des techniques analytiques
adaptées comme la chromatographie couplée a un spectrometre de masse, de la microscopie
et un spectrophotometre IR de haute résolution. Par ailleurs, 'utilisation de sécrétions
artificielles de compositions connues et disponible en quantité importante pourrait étre un
atout majeur dans une étude visant a la détermination des produits de dégradations dans

différentes conditions expérimentales.

Pour les mémes raisons, I’étude d'un procédé de révélation d’empreintes digitales implique
d’étre capable de déterminer 'influence de certains parametres physico-chimiques sans étre
soumis a la variabilité des empreintes elles-mémes. Il a été nécessaire pour nous d’utiliser un
modele plus controlé que les empreintes digitales réelles. Nous nous sommes donc tournés vers

la création d’une empreinte artificielle.

Toutefois, une empreinte artificielle doit étre capable de reproduire les comportements
observés dans la population, et ce afin de proposer des modeles comparables et pertinents. Les
analyses préliminaires effectuées nous ont permis de distinguer parmi les quatre populations
choisis, trois principaux types de comportements. Le premier comportement englobe deux
populations : les enfants avant puberté et les personnes dgées, qui amenent a la production
d’empreintes possédant un certain volume d’eau, et peu de composés gras (acides gras et
triglycérides) en comparaison avec les composés protéiques. Le deuxiéme comportement
correspond aux individus en pleine puberté, ici les adolescents, qui produisent des empreintes
majoritairement grasses avec une forte proportion de triglycérides et d’acides gras gommant
la contribution d’autres composés (comme leau et les protéines). Enfin, le troisiéme
comportement concerne les adultes, qui produisent des empreintes contenant a la fois des

composés gras et des composés protéiques visibles.

De ce fait, la création de trois types de compositions d’empreintes artificielles devraient nous
permettre de remplacer un grand nombre d’empreintes réelles et d’effectuer les premieres mises
au point du procédé de révélation d’empreintes sans nécessiter le recours a un grand nombre

de donneurs et sans étude statistique des résultats obtenus.
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2.2 Création et fabrication d’une empreinte reproductible

Dans le cadre de la validation et de I'investigation de phénomenes physico-chimiques
en lien avec le procédé de révélation d’empreinte, la création d’une empreinte reproductible

devient un élément central.

L’empreinte produite et déposée doit permettre la photographie et lidentification de
Pempreinte par les forces de I'ordre. La structure tridimensionnelle de I'empreinte déposée
revét ainsi une grande importance dans le cadre de la bonne visualisation de cette derniere au
niveau macroscopique.

De ce fait, la création d’'une empreinte modele et reproductible doit répondre a plusieurs
critéres de succes qui sont : (i) la conservation de la forme macroscopique de 'empreinte (celle-
ci ne doit pas étre déformée), (ii) les minuties doivent étre reconnaissables et se situer au
méme endroit de 'empreinte modele, (iii) I'apparence des crétes et sillons doit étre clairement

identifiable.

2.2.1 Syntheése de sécrétions artificielles

L’analyse infrarouge a mis en exergue 3 types de donneurs possédant des compositions
d’empreintes distinctes.
La création de compositions artificielles d’empreintes représentatives des trois types de
donneurs nécessite donc de synthétiser 3 compositions différentes.
Ainsi, le point de départ de la formulation de ces compositions contrdlées a consisté a fabriquer
les deux grandes familles de sécrétions cutanées artificielles proches des sécrétions réelles :
eccrine et sébacée. Dans un second temps, leur mélange en proportion différentes conduira

aux trois types de sécrétions représentatives des principaux comportements réels.

Une empreinte de « sécrétion eccrine » est décrite dans la littérature comme possédant une
composition complexe comportant des composants inorganiques et organiques. Les parties
organiques et inorganiques sont préparées séparément puis mélangées. En outre, pour des
facilités de formulation et d’exactitude de pesée des réactifs, les solutions sont préparées a des
concentrations plus élevées que la littérature puis diluées (ces concentrations seront données
dans la suite du manuscrit).

Les constituants inorganiques d’une empreinte eccrine sont majoritairement présents sous la
forme d’ions, quantifiés en g/L dans la bibliographie. Les ions ont été choisis en fonction de

leur proportion mais aussi de leur utilité dans le systéeme fonctionnel du corps humain.

Il en découle une liste d’ions: (i) Chlore (CI), (ii) Sodium (Na*), (iii) Potassium (K"), (iv)
Fer (Fe*"), (v) Calcium (Ca®"), (vi) Bicarbonate (COs*), (vii) Sulfate (SO4*), (viii) Phosphate
(PO_;Q’)
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Afin de réaliser une solution contenant tous les ions cités précédemment, ces derniers seront
introduits sous forme de sels contenant les ions désirés tels que : (i) NaCl, (ii) NaOH, (iii)
KOH, (iv) FeCls, (v) CaCly, (vi) KoCOs, (vii) NaxSOy, (viii) NaHPOy, (ix) Na;HPO..

Pour chaque sel la quantité d’ions introduite a été calculée, le détail des calculs est disponible

en Annexe 4.

. Masse a introduire . .
Masse issue . Masse introduite (en g)
pour étre en accord . ]

de la . pour obtenir une solution

Tons L Sels avec la concentration N .
littérature donnde par la deux fois plus concentrée
(& littérature (g) (de 14,148 g/L)

Na* 3,2590 NaCl  |5,73.1090 1,15.10!

Cl 3,4911 NaOH 1,67.100 3,33.10°

K* 0,1516 KC1 2,90.10! 5,80.101

Fe¥* 0,0035 FeCl; [1,03.102 2,06.102

Ca? 0,0020 CaCl, |5,60.10-2 1,12.1072

CO* 0,1070 NaCOH |1,50.101 3,00.101

S0,* 0,0100 Na,80, |1,50.102 3,00.102

PO,* 0,0014 NaH,PO, |1,00.10-2 2,00.1073

Masse totale |7,124 Na,HPO, [1,00.10-3 2,00.1073

Tableau 2.1 — Masse des sels utilisés dans le cadre de la synthese de la partie inorganique d’une sécrétion eccrine
pour 1L de solution

Dans ce cas de figure, la difficulté majeure réside dans le fait d’obtenir un pH neutre. En effet,
les valeurs de pH pour la sueur variant selon I'individu, nous avons choisi de nous placer dans
une zone neutre. Le choix des sels rentrant dans la composition finale a donc été fait de
maniére & assurer un pH final aussi proche de la neutralité que possible (un ajustement du pH

a 7 pourra éventuellement étre réalisé avec un peu de HCI dilué).

Concernant la partie organique, celle-ci est majoritairement composée d’acides aminés, de
glucose, de protéines ainsi que de lactate de sodium.

Les acides aminés étant particulierement difficiles a détecter et a quantifier, la littérature
exprime les différents acides aminés en proportion relative par rapport au plus abondant : la
sérine. De ce fait, les acides aminés les plus abondants issus de la littérature, ainsi que ceux
disponibles au laboratoire ont orienté notre choix vers les composés présentés dans le Tableau
2.2
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Ratio Masse pour &tre Masse introduite (en g)
. o relatif en accord avec la pour obtenir une solution

Acides aminés . . . -
en masse concentration donnée deux fois plus concentrée
(¢A) par la littérature (g) | ([C]=2,9.10°° g/L)

Sérine 100 5,12.10¢ 1,02.1073

Glycine 59 2,16.10% 4,32.10

Ornithine (remplacé par Lysine) |41 2,64.1074 5,28.10

Alanine 28 1,22.104 2,43.104

Acide aspartique 20 1,30.104 2,60.10%

Thréonine (remplacé par Sérine) |16 9,29.10°5 1,86.104

Histidine 15 1,13.104 2,27.104

Tableau 2.2 - Proportion issue de la littérature des acides aminés utilisés pour la synthese de la composition eccrine
artificielle pour un volume total de 1L et une concentration totale en acide aminés de 1,5.10% g/L 2
L’ornithine et la thréonine que l'on trouve dans la sueur ont été remplacés par des acides

aminés de structure proche pour des questions de disponibilité en laboratoire.

Enfin, en guise de protéines nous avons utilisé de I'albumine issue de sérum bovin en méme
équivalence de masse que celle décrite dans la littérature, a savoir : 2,0.10" g/L. Nous avons

aussi rajouté du lactate de sodium a 3,2.10% g/L, et du D-Glucose a 3,5.10° g/L.

A contrario des empreintes eccrines, les compositions des empreintes sébacées trouvées
dans la littérature ne sont pas exprimées en concentration massique mais en pourcentage

relatif. Ainsi, les composants les plus abondants sont les suivants :

l Composés Proportion (%)

Triglycérides 40 %

Acides gras 25 dont | satures 50
monoinsaturés 48
polyinsaturés 2

Esters d’acides gras 25

Squaléne 10

Tableau 2.3 - Proportion issue de la littérature des composés majoritaires d'une empreinte réelle séhacée®

A Dexception du squaléne, nous avons tenté de reconstituer par des réactifs présents dans le
commerce la plupart des composantes d’'une empreinte sébacée. En effet, aprés une formulation
réalisée avec de I'huile d’olive en remplacement du squalene, il est apparu que les morphologies

d’empreintes produites n’étaient pas comparables a une vraie empreinte sébacée (Figure 2.5).
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b)

n' V_ % .
& .

Figure 2.5 - Comparaison entre une empreinte de sécrétion réelle (a) et de sécrétion artificielle issue de la premiére

formulation sans squaléne (b)

Nous avons donc, dans une deuxieéme formulation, incorporé le squaléne (10g de squaléne pour
une masse totale de sécrétions sébacées artificielle de 100g), donnant une morphologie du
dépdt plus proche de la réalité. En effet, le squaléne étant de la famille des terpénes, celui-ci

est difficilement remplacable en raison de sa forme de chaine particuliere.

Pour reconstituer la composition de ces sécrétions complexes, nous avons travaillé séparément

les différentes familles de composés :
Triglycérides

Afin d’8tre aussi proche que possible de la large gamme de triglycérides produits, de
longueurs de chaines grasses variables et avec un nombre d’insaturations qui I’est tout autant,
nous avons choisi des réactifs (graisses) issus de la vie courante et possédant déja une
composition complexe. Ceux-ci ont le grand avantage de posséder la plupart des triglycérides
importants et fonctionnels que nous recherchons et la distribution de longueur de chaines
alkyles adéquate. L’ajustement des proportions de ces graisses et 1'ajout des compléments ont

permis d’ajuster la composition finale en respectant la proportion de chaque chaine alkyle.

C’est dans cette optique que nous avons pris comme base du beurre doux (82% de matieres
grasses issues du lait de vache) ainsi que de l'huile de palme dans notre formulation.
Cependant, afin de pouvoir étre encore plus représentatif des différents éléments composant
une empreinte sébacée, des acides gras saturés de 3 longueurs de chaines différentes ont été
ajoutés (Cn:nombre d’insaturations) ot n représente le nombre de carbone de la chaine grasse

: de l'acide stéarique (C18:0), de I'acide palmitique (C16:0), et de l'acide myristique (C14:0).
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Formulation reproduisant |Ratio relatif ()) au sein de |Masse & peser (g)
les triglycérides la famille des triglycérides
Huile de Palme 40 16,10
17
Beurre (multiplié par 0,82 et arrondi | 6,60
a4 la valeur supérieure)
Acide stéarique 9 3,62
Acide Palmitique 22 8,85
Acide myristique 12 4,83
Total 100 40

Tableau 2.4 — Masse des triglycérides a peser pour une masse totale de sécrétion sébacée artificielle de 100 g
Les calculs complets pour la formulation sont disponibles en Annexe 4.

Acides gras

Les acides gras sont divisés en trois sous-familles : (i) les acides gras saturés, (ii) les

acides gras monoinsaturés et (iii) les acides gras polyinsaturés.

Comme présenté dans le Tableau 2.3, on remarque que ces acides gras sont présents dans
différentes proportions. Il s’agit alors de respecter le pourcentage relatif de chaque sous famille

d’acides gras tout en incorporant d’autres de longueurs de chaines variables.

Les acides gras sont quantifiés dans la littérature par leur masse en ng. Afin de pouvoir
respecter la proportion relative de chaque acide gras dans nos calculs, la valeur moyenne en

ng pour chaque acide gras a été utilisée.

Il en résulte une liste de composés contenant des acides gras que I'on peut classer par nombre

d’insaturations et longueur de chaine grasse :

Saturés Monoinsaturés Polyinsaturés

Acide dodécanoique

Acide myristoleique

Acide linoléique

Acide myristique

Acide palmitoléique

Acide palmitique

Acide oléique

Acide stéarique

Tableau 2.5 - Liste des différents types d'acides gras composant la sécrétion sébacée artificielle

En utilisant les acides gras définis précédemment, on peut calculer la masse a peser de ces

derniers :
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Acide gras Ratio relatif (%) au sein |Masse & peser (g)
de la famille acide gras

Acide dodécanoique 1 0,26
Acide myristique 3 0,83
Acide myristoléique |11 2,64
Acide palmitoléique |32 8,10
Acide palmitique 24 6,03
Acide linoléique 2 0,56
Acide oléique 13 3,20
Acide stéarique 14 3,59
Total 100 25

Tableau 2.6 - Masse des acides gras a peser pour une masse totale de sécrétion sébacée artificielle de 100 g

Esters d’acides gras

Les esters d’acides gras n’ont pas pu étre intégrés tels quels au sein de la formulation
car ils sont difficiles a trouver et onéreux. Nous avons donc décidé de les remplacer par un
mélange d’acides gras et de triglycérides qui respecte le pourcentage totale des esters d’acides

gras issus de la littérature Tableau 2.3.

Acide gras Masse a peser (g) Formulation reproduisant |Masse & peser (g)
les triglycérides

Acide dodécanoique 9,85.1072 Huile de Palme 6,19

Acide myristique 3,19.101 Beurre 2,54

Acide myristoléique | 1,01.10° Acide stéarique 1,39

Acide palmitoléique 3,11.100 Acide Palmitique 3,41

Acide palmitique 2,32.100 Acide myristique 1,86

Acide linoléique 2,17.101 Total 15,4

Acide oléique 1,23.100°

Acide stéarique 1,30.100

Total 9,62

Tableau 2.7 - Masse des acides gras et triglycérides a peser pour la partie esters d’acides gras pour une masse
totale de sécrétion sébacée artificielle de 100 g

La sécrétion sébacée artificielle obtenue apres mélange des différents réactifs est une pate
blanche, légérement translucide. La conservation se fait au froid (entre 0 et 5 degrés) et a

Pabri de la lumiere.
2.2.2 Construction et assemblage de sécrétions modeles

Nos sécrétions artificielles eccrine et sébacée servent de base a la création de plusieurs
types de compositions d’empreintes représentatives de chaque classe d’dge de donneur. Ces
produits ne correspondent pas a la composition observée sur des empreintes réelles. Par
conséquent, la spectroscopie IRTF a été utilisée pour ajuster les compositions des formulations
artificielles a celle des empreintes réelles pour chaque classe d’age : (i) les enfants et personnes

agées, (ii) les adolescents et (iii) les adultes.
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Un mélange des deux compositions standards a été réalisé afin de pouvoir répondre au besoin
de production de compositions d’empreintes représentatives de classes d’ages. Les spectres
IRTF de plusieurs produits issus du mélange des deux sécrétions standards sont montrés en

Figure 2.6.

Pure sébacée

75/25 (S/E)
—— 50/50 (S/E)
—— 25/75 (SIE)
Pure eccrine

Absorbance (u.a)

1
| [
| 11
| H—
T L

T T T T T T
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Nombre d'onde (cm™)

Figure 2.6 - Spectres FTIR des différents mélanges de composition artificielle
Les traits noirs en pointillés correspondent aux positions des bandes d’intéréts des groupements alkyles (~2852
cm'), carbonyles (~1745 et 1722 cm™) et amides I (~1650 ¢cm™)

L’évolution des bandes sur la figure tend & montrer, que lorsque I’'on augmente la proportion
de sécrétion eccrine, les bandes de vibrations associées aux groupements protéiques deviennent
de plus en plus visibles. Cette variation nous a permis d’ajuster les mélanges de compositions
standards afin de produire des compositions artificielles proches de compositions réelles des
populations choisies. Les comparaisons des différentes compositions réelles et artificielles pour

chaque classe d’age sont montrées au sein de la Figure 2.7 ci-dessous :

a)

Sécrétion d'empreinte réelle_Adolescent
Sécrétion artificielle_75/25 (S/E)

i -J‘\ I, 1
T WA st it

Absorbance normalisée (u.a)

1 1 1 Ll 1 I
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Nombre d'onde (cm™)
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Sécretion d'empreinte réelle_Adulte
—— Sécrétion artificielle_50/50 (S/E)

Absorbance normalisée (u.a)

Nombre d'onde (cm™)

c)

Absorbance normalisée (u.a)

T T T T T T
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Sécrétion d'empreinte réelle_Personne agée
Secrétion d'empreinte réelle_Enfant (avant puberte)
Sécrétion artificielle_25/75 (S/E)

T T T T T T
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Nombre d'onde (cm™)

Figure 2.7 — Comparaison des sécrétions de composition artificielles et d’empreintes réelles avec : empreinte

d’adolescent versus sécrétion artificielle 75/25 (S/E) (a), empreinte d’adulte versus sécrétion artificielle 50/50 (S/E)

(b), empreinte d’enfant et de personne agée versus sécrétion artificielle 25/75 (S/E) (c)

Les traits noirs en pointillés correspondent aux positions des bandes d’intéréts des groupements alkyles (~2852

cm'), carbonyles (~1745 et 1722 cm™') et amides I (~1650 ¢cm™)

Un critére de comparaison simple consiste a considérer les rapports des bandes de vibrations

du groupement C=0 a 1750 cm™, des groupements protéiques et polypeptidiques vers 1650

cm™ et des groupements alkyles CH, a 2850 cm™. Le détail de Dattribution de chacune des

bandes est identique a 'analyse produite précédemment (sous-partie 2.1).
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Figure 2.8 - Comparaison entre empreintes réelles et sécrétions artificielles des rapports moyens des bandes Amide
I/CH: sym, a 1645 et 2850 cm™' respectivement (a); CO/CHzsym a 1750 & 2850 cm™ (b); CO/Amide I & 1750 &
1645 em™ (c).

Les barres représentées en noir correspondent & la disparité des valeurs obtenues pour les échantillons (valeurs

extrémes obtenues)

Au bilan, nous avons réalisé qu’il était possible de produire des compositions d’empreintes
proches des trois grands groupes de composition d’empreintes réelles via les mélanges

suivants :

- Ratio sébacée/eccrine (S/E), 75/25 pour représenter une empreinte d’adolescent.
- Ratio sébacée/eccrine (S/E), 50/50 pour représenter une empreinte d’adulte.
- Ratio sébacée/eccrine (S/E), 25/75 pour représenter une empreinte d’enfant et

personne agée.
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Toutefois, le comportement d’une empreinte déposée ne tient pas seulement de sa composition.
En effet, la matiere déposée sur une surface évolue avec son environnement et répond a des

composantes physiques particulieres.

A ce titre, le comportement global d’une empreinte revét un intérét particulier pour de futures
applications dans des conditions environnementales singuliéres comme une forte ou une faible
température (sur une scéne de crime au soleil, sur un mur sombre ou en hiver par exemple).
Pour ce faire, les températures de transition de phase de notre mélange artificiel sébacé ont
été déterminées via l'utilisation de la DSC (Differential Scanning Calorimetry) avec un pas de

3,00.10 °C toutes les 4 secondes, voir Figure 2.9.
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Figure 2.9 - DSC de la sécrétion sébacée artificielle (courbes noires et bleues); température de fusion du squaléne
a -5°C (triangle), gamme des températures de fusion des acides gras de plus haute température de fusion : acide
palmitique, acide stérique, acide myristique allant de 53 a 76°C (losange), et la gamme des températures de fusion

des acides gras non représentés ici (-5 a plus de 70 °C).

Un pic est caractéristique d’une variation d’enthalpie AH du produit analysé. Cette valeur

donne une idée de 'ampleur des changements structuraux comme les transitions solide-liquide.

Plusieurs pics sont présents sur la figure, cependant ils ne sont pas trés bien définis et se
présentent plutot sous la forme de larges massifs. Parmi ces derniers, il est possible de définir
une premiere zone pour des valeurs de températures négatives lors de la montée en
température. Au sein de cette gamme de valeur peuvent se trouver les changements d’état du
squalene, de I’acide myristoléique ainsi que de I'acide linoléique qui possedent respectivement
des températures de fusion de -5°C, -4 °C et de -5 a —12 °C.

Ensuite, une seconde zone entre 10 et 20°C peut contenir la contribution de ’acide oléique
(température de fusion a environ 13°C) et du beurre (température de fusion entre 20 et 23°C).
Enfin, un massif et un épaulement entre 20 et 50°C peuvent contenir a eux seuls plusieurs
composés tels que l'huile de palme (température de fusion a 36°C), de l'acide laurique

(température de fusion aux alentours de 45°C), mais aussi plusieurs autres acides gras saturés.
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Ces acides gras saturés que sont l'acide palmitique, 'acide stéarique et 1'acide myristique
possedent des températures de fusion respectivement de 63°C, 69°C, et 59°C. Cependant aucun
pic ou massif n’est présent a ces températures, ce qui laisse a penser qu’ils posséderaient une
température de fusion plus basse au sein du mélange et pourraient se trouver dans cette

gamme de température entre 20 et 50°C.

Au bilan, la sécrétion sébacée artificielle semble se comporter comme un mélange et non
comme un assemblage de corps purs distincts. En effet, les températures de fusion de chaque
corps purs ne sont pas distinctes. L’analyse DSC confirme qu’a température ambiante, les
empreintes digitales comportent trés probablement des zones solides et des zones liquides au
sein de chaque créte.

D’autre part, la montée et la descente en température ne donne pas la méme forme de courbes
et les valeurs de température de transition de phase aux mémes valeurs. Si un tel décalage est
courant pour le changement de phase d’un corps pur, nous ne pouvons pas exclure I'existence
d’un phénomene de dénaturation des composés de notre sécrétion artificielle lors de la montée
en température. Par conséquent, nous avons considéré comme indispensable de conserver la
sécrétion artificielle sébacée au frais et de ne pas 1'exposer a une température supérieure a 30
°C.

Au-dela de cette observation, la détermination des zones de transition solide-liquide nous a
permis entre autre de définir quelles sont les gammes de températures a balayer d’un point de

vue opérationnel pour le développement d’un nouveau procédé de révélation.

2.2.3 Reproductibilité du dépot de I'empreinte

La question de la reproductibilité de ’empreinte constitue 'une des problématiques
majeures de ’étude et celle-ci ne se manifeste pas qu’au niveau de la composition. La forme
d’une empreinte a aussi toute son importance car elle permet '’étude de l'influence des

parametres procédés sur les détails constituant ’empreinte : les minuties.™

Afin de s’affranchir de la variabilité au niveau de la forme, nous avons tout d’abord décidé de
fabriquer un doigt artificiel en PDMS. Pour cela un moulage préalable de 'empreinte dans de
la cire chaude est nécessaire. Apres durcissement de la cire, on coule du PDMS préparé (avec
une proportion 10:1 entre le réactif et le réticulant) que l'on laisse réticuler a air libre et a
température ambiante. En effet, le chauffage n’est pas possible ici pour améliorer le temps de
réticulation (2-3 jours) car 'on perdrait le moule en cire. Pour éliminer les petites traces
d’oligomeéres présentes a la surface du PDMS (que l'on ne souhaite pas déposer avec les
empreintes), on traite celui-ci avec deux bains de solvant différents : un bain de diéthylether
en premier lieu (1 nuit dans le bain et 1 journée de séchage) suivi d’un bain de Toluéne (1

nuit dans le bain et une journée de séchage).
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Figure 2.10 - Reproduction en PDMS de la premiére phalange d'un doigt modéle (celle portant Pongle, & 'extrémité

du doigt)

Par ce biais, les crétes sont bien répliquées sur le matériau. Cependant, lors du dépdt
d’empreinte via ces moulages en PDMS, nous nous sommes heurtés a une contrainte majeure.
En effet, le PDMS obtenu étant un matériau rigide il faut appliquer une pression telle que le
dépot des crétes est totalement déformé. De ce fait, il n’est pas possible de combiner une

grande surface de dépot et une bonne qualité d’empreinte.

Plutdt que de mener une étude complete de l'influence du taux de réticulant du PDMS sur
les propriétés mécaniques du doigt artificiel, nous avons cherché une autre approche de la
déposition d’empreinte ne nécessitant pas des lavages longs dans des solvants organiques. Nous
avons opté pour 'utilisation d’un matériau au comportement mécanique plus proche de celui
d’un doigt réel. Dans cette optique, nous avons décidé d’effectuer une déposition via un pochon
en latex fin (sous la forme d'une seconde peau) dans lequel 'on pourrait glisser son propre
doigt, et donc maitriser la force et application de 'empreinte sur le support.

Pour cela, un moulage du doigt a été réalisé avec une poudre d’alginate mélangée aux deux
tiers avec de l'eau. Une fois le doigt-modele enlevé du moule et celui-ci bien rincé, du latex
est coulé sur les parois du moulage, couche par couche (environ 10 couches avec un temps de
repos de 20 minutes entre chaque couche). Cette approche offre la possibilité de produire des
« faux doigts » identiques en série, dont 'usage ne nécessite pas de machine a pression

contrdlée dédiée pour I'apposition de 'empreinte.
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b)

Figure 2.11 - Moule en alginate (a) et pochon en latex produit & partir du moule (b)

La qualité d’une empreinte déposée dépend de la quantité de sécrétion déposée sur le doigt
mais également de la force avec laquelle elle est appliquée. La variation de la forme
macroscopique de 'empreinte étant directement reliée a la force d’application, une balance a
été utilisée pour « controler » cette derniere. Pour une empreinte réelle il suffit de se laver
correctement le doigt avec du savon et de 'acétone avant de le frotter sur le front et le nez
pour y déposer des sécrétions. Pour une empreinte artificielle, des sécrétions artificielles (ici

purement sébacées) ont été enduites sur le pochon en latex avant application.

a)

Figure 2.12 - Evolution de la forme macroscopique des empreintes déposées, via le microscope Keyence, pour des
valeurs de forces appliquées de 0,70 N, 1 N, 1,2 N, 1,4 N, 1,8 N et 2 N : empreinte réelle (a), empreinte artificielle

via pochon en latex (b)
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A Dissue de ces dépots il faut encore vérifier la pertinence de Pempreinte artificielle vis-a-vis
de l'empreinte réelle dont elle est inspirée. Dans cette optique, un microscope numérique
donnant acces a la reconstitution en 2D d’une empreinte avec une précision de 'ordre du
micron, est utilisé pour comparer la morphologie de 'empreinte apres apposition : avec et sans
pochon en latex. La conservation de la forme globale de 'empreinte ainsi que des minuties qui

la composent est primordiale dans la validation d’un procédé de révélation d’empreintes.

Une cartographie globale d’une empreinte réelle et de 'empreinte artificielle dont elle est issue
a démontré 'exactitude de la copie du motif de la trace déposée via le procédé introduit
précédemment. Cette affirmation est appuyée par la présence d’au moins 14 minuties
positionnées aux mémes endroits et possédant la méme forme que 'empreinte réelle (voir

Figure 2.13).

a) b) c)

Figure 2.13 — Comparaison d’empreintes et localisation des 14 minuties : empreinte réelle (a), empreinte artificielle
de composition artificielle (b), empreinte artificielle de sécrétion réelle (c)

Le zoom et détail des différentes minuties est disponible en Annexe 4

Le dépot d'une empreinte doit permettre d’imprimer une surface suffisante pour de futures
comparaisons en vue de la révélation d’empreintes. Cependant, 1'observation expérimentale
des empreintes produites par ce procédé nous a amené a différentes conclusions dans le cadre
de leur utilisation dans ce projet. En effet, une force d’application trop faible ne nous permet
pas d’imprimer une surface suffisante pour une révélation, tandis qu'une force trop élevée peut
entrainer selon l'opérateur une déformation du motif de empreinte (forme intrinseque des
crétes). Les images acquises via le microscope Keyence des empreintes déposées avec et sans
le pochon en latex Figure 2.12, nous permettent de suivre visuellement I’évolution de la
surface de ces derniéres mais ne sont pas suffisantes pour déterminer quelle gamme de force

est la plus adaptée au dépot des empreintes.
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Cependant, cette technique d’acquisition particuliere présente plusieurs avantages permettant
d’apporter plusieurs éléments de réponses a ce probleme. Le premier est de pouvoir obtenir
des images de tres haute qualité avec une bonne conservation des minuties sur celles-ci, car
I'image d’empreinte obtenue est issue de l'assemblage de plusieurs images possédant une
précision de 'ordre du micron sur une zone définie (ce qui permet d’obtenir une image de
grande taille). Le deuxiéme est de pouvoir extraire la surface de sécrétions déposée sur
I’échantillon. En effet, de par la qualité des images obtenues, le logiciel du microscope est
capable par différence de couleur et/ou de luminosité d’extraire la surface occupée par les

crétes de maniere précise.

a) b)

Figure 2.14 - Procédure d'extraction de l'aire (la surface) occupée par les crétes de l'empreinte sur 1'échantillon
pour une empreinte réelle (sans pochon) déposée avec une force de 1,4 N. L’image a gauche (a) est I'image optique
obtenue par le microscope, et 'image a droite (b) est I'image représentant les zones de crétes extraites qui sont

colorées en rouge

Gréce a cette procédure, il est possible de tracer I’évolution de la surface occupée par les crétes

sur 1’échantillon en fonction de la force appliquée (voir Figure 2.15).
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Figure 2.15 - Evolution de la surface de crétes déposée en fonction de la force appliquée
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De maniere générale, la surface occupée par les crétes augmente avec la force d’application.
La surface occupée par les crétes est, en outre, assez similaire pour les empreintes réelles et
artificielles. Néanmoins, il existe une gamme de force pour laquelle la surface des crétes de
Iempreinte déposée varie peu.

Afin d’étre reproductible sur le dépdt de 'empreinte, nous avons recherché une zone de force
appliquée pour laquelle la pression exercée par unité de surface d’empreinte déposée était
constante. Cette expérience, reportée Figure 2.16 nous montre que cette zone de pression
constante n’est pas présente de maniere claire pour 'empreinte artificielle. Cependant, ces
tests effectués via une balance de laboratoire montrent que 1'on peut définir une gamme de
pression acceptable en Newton par cm? d’empreinte déposée, entre 1,2 et 1,7 N de force

appliquée pour un index.
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Figure 2.16 - Courbe d'évolution de la pression en fonction de la force appliquée lors du dépot de 'empreinte

Un autre aspect du dépot de 'empreinte se situe au niveau de la masse de sécrétions déposée
sur 'empreinte. En effet, pour une empreinte réelle il est difficile de quantifier en fonction de
la force appliquée, la masse de sécrétion déposée du fait qu’entre chaque dépot il n’est pas
possible de controler la quantité sur le doigt. Ainsi, une empreinte déposée avec une plus
grande force pourra contenir une plus grande masse de sécrétion qu'une autre déposée avec

une force plus faible, simplement parce que la quantité initiale sur le doigt n’était pas la méme.

Dans le cadre du projet de these et particulierement de 'utilisation des empreintes artificielles
pour l'investigation de parametres physico-chimiques et la validation du procédé de révélation,
la maitrise et le suivi de la masse de sécrétions déposée revétent une certaine importance. De
ce fait, nous avons fixé la quantité initiale de sécrétions artificielle a 10 mg enduite sur le
pochon en latex, avant de procéder au dépot sur une surface. Une balance a Quartz a été

utilisée pour estimer la masse de sécrétion déposée en fonction de la force appliquée, Figure
2.17.
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Figure 2.17 - Evolution de la quantité de matiere déposée en fonction de la force appliquée (expérience réalisée

via l'utilisation d’une microbalance & (Quartz)

Les valeurs de masses obtenues sont indicatives et permettent seulement d’évaluer en moyenne
quelle quantité de sécrétion est déposée pour une empreinte a une force donnée. Nous n’avons
pas extrait la masse moyenne par unité de surface car ce rapport fait intervenir un trop grand
nombre d’inconnues. Parmi elles, celle de I’élasticité et de la capacité de déformation du doigt

et du pochon en latex positionné sur ce dernier.

D’autre part, la forme des crétes (hauteur et largeur) situées sur le doigt étant uniques pour
chaque individu, leur hétérogénéité propre ne permet pas d’extraire une hauteur moyenne de
créte sur toute la surface d’empreinte déposée. Néanmoins, nous avons voulu vérifier, entre
une empreinte réelle et une empreinte artificielle, la hauteur moyenne de créte pour une
minutie particuliere. Cette vérification a pour but de déterminer si la hauteur de créte est
comparable dans le cadre de la procédure de dépdt d’empreinte artificielle. Des valeurs de
I’ordre de 10 micrometres en moyenne ont été obtenues, les images et reconstitutions 3D sont

disponibles en Annexe 4.

En conclusion, le dépdt de 'empreinte doit permettre d’assurer I'impression d’une surface
suffisante pour la révélation tout en conservant les minuties propres a lempreinte (forme et
position). A cela s’ajoute la variable de la force qui ne doit pas étre trop faible car le dép6t
résultant est trop variable mais ne doit pas étre trop élevé afin d’étre représentatif d’actions
de la vie courante (prise d'un objet dans des conditions normales).

Ce procédé nous permet de déposer des empreintes de maniere reproductible, de forme et de
composition contrdlées. Pour la suite de cette étude, nous avons choisi de déposer les
empreintes artificielles avec une force permettant d’appliquer une pression qui varie peu en
fonction de la force exercée (entre 1,2 et 1,7 N) afin d’assurer la déposition reproductible d’une

masse de sécrétion variant de 412 a 836 pg (voir Figure 2.17).

2.2.4 Test de révélation standard pour les empreintes artificielles produites

Une fois tous les parametres d’apposition controlés, il faut encore vérifier la pertinence

de 'empreinte artificielle vis-a-vis de I'empreinte réelle dont elle est inspirée dans le cadre
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d’une révélation standardisée. Dans cette optique, nous avons utilisé le microscope Keyence
afin de comparer la morphologie de 'empreinte apres révélation. La conservation de la forme
globale de I'empreinte ainsi que des minuties qui la composent est primordiale dans la
validation d’un procédé de révélation d’empreintes. Par ailleurs, ’empreinte artificielle trouve
aussi un enjeu dans la comparaison de parameétres physico-chimique d’une révélation

d’empreinte, facilitant ainsi la compréhension et 'impact de ces derniers lors du processus.

Au-dela de l'aspect et de la composition chimique, le test final consiste donc & déterminer si
les empreintes artificielles se révelent de la méme facon que les empreintes réelles. Plusieurs
techniques de révélations standards sont actuellement utilisées et 'une d’entre elles est la
fumigation de cyanoacrylate d’éthyle pour les matériaux non-poreux et semi-poreux. Cette
derniére présente 'avantage de ne pas endommager le matériel génétique des cellules de peau
contenues dans ’empreinte. Toutefois le processus de polymérisation de ce réactif est encore
sujet a débat. Dans ce cadre, 'emploi d’une empreinte artificielle pourrait apporter des
éclaircissements sur le mécanisme de polymérisation des différentes formes de polymeres déja
observés sur les empreintes (expériences non reportées ici).

Pour comparer le comportement des empreintes a ce procédé de révélation, nous avons utilisé
deux empreintes : la premiere de composition réelle et I'autre de composition artificielle ont
été déposées sur une lame de verre afin d’étre révélées par le processus de fumigation selon les
conditions standards utilisées par les forces de l'ordre (Le détail du protocole de révélation est

disponible en Annexe 1).

Figure 2.18 - Empreinte artificielle déposée avec le pochon en latex (a) et empreinte réelle (b) révélées par

fumigation de cyanoacrylate d'éthyle

Les deux empreintes révélées présentent des formes similaires et des minuties bien conservées.
Toutefois, les crétes de 'empreinte artificielle sont légerement plus larges pour la minutie
numéro 2. D’autre part, les empreintes présentent toutes deux des pelotes de fibres, constituées

45,50,51

de polycyanoacrylate d’éthyle . Une qualité de révélation comparable est donc obtenue.
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Cette observation appuie l'intérét porté a la conception de I'empreinte artificielle et de son
utilisation.

En outre, une autre révélation de ces empreintes a été faite par le biais d’une poudre

dactyloscopique, technique standard de révélation la plus courante (voir Figure 2.19).

Figure 2.19 - Empreintes révélées avec de la poudre dactyloscopique fluorescente (irradiation a 495 nm)

Les empreintes révélées avec de la poudre dactyloscopique conservent la méme forme et les

minuties propres a 'empreinte modele dont elles sont issues.

Au bilan, nous sommes donc parvenu a réaliser des empreintes artificielles reproductibles
présentant des propriétés tres proches des empreintes réelles. L’utilisation d’une empreinte
artificielle de forme et de composition contrdlées est donc envisageable pour la comparaison

de lefficacité de procédé de révélation standard.

2.2.5 Perspectives d’utilisation d’empreintes modeles pour D'optimisation de

surfaces autonettoyantes

Les empreintes font partie de notre quotidien, parfois visibles et souvent invisibles.

D’ordinaire, si une empreinte n’est pas visible aucun cas n’est fait de cette derniere.

Mais dans le cas de certaines applications les traces imperceptibles dites « latentes » sont
extrémement prisées des forces de police puisqu’elles sont un des marqueurs de l'identité d’une
personne. A linverse, lorsqu'une trace est visible sur une surface avec laquelle nous
interagissons telle que des verres de lunettes ou encore des écrans, ’empreinte devient une
géne. Cette géne visuelle peut étre également source de bactéries. De ce fait, des solutions ont
été concues afin de se débarrasser de ces dernieres. L'une d’entre elles consiste a utiliser une

81-83

surface aux propriétés autonettoyantes.

Cette application revét un grand intérét dans beaucoup d’applications et de matériaux du
quotidien comme les vitrages de batiments par exemple. Cependant, comparer 'efficacité de
ces systemes se heurte au concept méme de la variabilité de 'empreinte. C’est la qu’intervient

I’empreinte artificielle. En effet, par sa forme et sa composition controlée elle donne non
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seulement I'opportunité de pouvoir mener une étude systématique mais aussi en principe celle
d’évaluer l'influence de parametres environnementaux en s’affranchissant de la variabilité de

la composition et de la quantité de matiere déposée avec une empreinte réelle.

Pour tester ce concept, nous avons comparé le comportement de dégradation sous
photocatalyse d’une empreinte adulte réelle et d’une empreinte adulte artificielle. Une surface
auto nettoyante a donc été produite via le dip-coating d'un film mince de TiO; dense (film
réalisé par dip-coating d’une solution de sec-butoxyde de titane a 3% dans lisopropanol puis
calcination a 450°C pendant 30 minutes sous air). Ce matériau présente 'avantage de posséder
une activité photo-catalytique importante sous lumiere UV et d’étre relativement simple a
mettre en ccuvre au LCMCP.®* Deux empreintes réelles et artificielles ont été déposées sur
une lame de verre recouverte d’une couche d’argent et du film mince de TiO, suivant le
protocole établi précédemment. Afin de suivre in situ le processus de dégradation par
photocatalyse sous UV des composés organiques issus de 'empreinte, un imageur infrarouge

a été utilisé.
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b)
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Figure 2.20 - Spectres FTIR du suivi de la dégradation des composés organiques pour une empreinte réelle (a) &
une empreinte artificielle (b) & P'aide I'imageur Infrarouge

La dégradation des protéines et des acides aminés (1650-1550 cm™) intervient treés rapidement
apres le début de lirradiation. Les composés moins volatils tels que les acides gras et esters
caractérisés par les groupements alkyles (entre 2800 2950 cm™) et carbonyles (autour de 1745
et 1722 cm™) se dégradent plus lentement. A noter que la bande des carbonyles contient aussi
des fonctions C=0 issus des acides aminés et protéines, du fait de leur faible quantité au sein
de 'empreinte (réelle et artificielle) la bande a 1745-1722 cm™ sera majoritairement discutée
comme représentative des composés gras tels que les acides gras et les esters d’acides gras.
Par conséquent, un rapport entre deux bandes caractéristiques de chaque groupement a été

choisi pour le suivi du processus de catalyse des composés majoritaires de ’empreinte.
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Figure 2.21 - Suivi de la décomposition des composés organiques des empreintes réelles et artificielles via la rapport

de bande de CO/CHz sym, & 1750-1722 et 2850 cm!
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Le comportement général de 'empreinte artificielle est assez similaire a celui de 'empreinte
réelle, a la différence que le processus de dégradation est plus linéaire dans le temps pour
I’empreinte artificielle. Bien que préliminaires, ces résultats permettent de démontrer que
I'utilisation des empreintes artificielles pour tester des surfaces autonettoyantes est une

approche simple et pertinente.

2.3 Vers la conception d’un dispositif portable pour la révélation
d’empreinte

Les empreintes artificielles développées durant ce travail préliminaire, ont pour but de pouvoir
étre utilisées en vue de la comparaison de l'efficacité des procédés de révélation. Dans cette
optique, nous avons voulu utiliser ces empreintes artificielles pour évaluer la qualité des
empreintes révélées avec un nouveau systéme de révélation par spray, utilisant de la colle

cyanoacrylate.

La fumigation est aujourd’hui une des techniques standardisées pour la révélation
d’empreintes en laboratoire. Cependant, celle-ci présente, en plus d’étre un processus long, le
net désavantage de limiter la taille des objets a révéler, qui peuvent rentrer dans une armoire
de révélation.* De ce fait, la conception d’un procédé portable utilisable en laboratoire mais
également sur scéne de crime a été menée en prenant compte de ces deux limitations. La
maniabilité étant également un aspect crucial du dispositif portable, ’élaboration de ce dernier

s’est orientée vers la création d’un spray.

Le spray ainsi étudié est dit « bi-fluidique » car la brume formée est issue d’une phase liquide
atomisée et entrainée par un flux d’air a haute vitesse. Pour ce faire, nous sommes partis d'un
aérographe commercial (marque Utopia) muni de différentes tailles de buses pour contrdler la

taille des gouttes de produit atomisé (Figure 2.22).

air air
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Figure 2.22 - Représentation schématique du montage de spray utilisé pour la révélation d'empreintes

73





74 2 . Travail préliminaire : empreintes reproductibles

Le réactif utilisé pour les fumigations (le cyanoacrylate d’éthyle) a ici été utilisé & 10% en
concentration massique dans du 2-méthyl THF afin de pouvoir étre atomisé. Le mélange
produit est une brume composée de gouttes mais aussi de vapeurs de solvant et de réactif
entre ces gouttes. Ces deux éléments permettent une révélation des empreintes comme on peut
le voir sur la Figure 2.23 avec [D'apparition de paquets sombres de filaments de
polycyanocrylate d’éthyle sur les crétes de l'empreinte qui diffusent tres efficacement la
lumiere, et ce méme si la goutte n’a pas été impactée directement sur la créte.

Inversement, les gouttes de polycyanoacrylate d’éthyle déposées entre les crétes et sur le
support ne réagissant pas ou peu (en raison de I'absence d’agents nucléophiles accélérant la
polymérisation), elles laissent des traces planes, continues et transparentes pratiquement
invisibles a I'ceil nu. Elles ne diffusent pas la lumiere ambiante, ce qui permet de gagner en
contraste entre les crétes et le support et donc de distinguer les minuties de 'empreinte (voir
Figure 2.23).

a) b)

Figure 2.23 - Empreinte réelle révélée via spray de cyanoacrylate d'éthyle a 1'échelle macroscopique (a) et
microscopique (b)

Les images ont été réalisées & partir d’'un smartphone pour (a) et a laide d’un montage optique couplé & une
caméra CCD pour (b)

Cette approche fonctionne assez bien sur toute une série de déplétion (dépots consécutifs

d’empreintes avec le méme doigt qui dépose de moins en moins de matiere).

Cependant, cette approche de couplage chimie/procédé souffre de plusieurs limites critiques.
La buse d’éjection du liquide est obstruée apres une dizaine de passages dii a la polymérisation
de la colle autour de l'orifice. Au-dela de cette difficulté technique, le contraste des empreintes
révélées n’est pas suffisant dans le cas de support clairs et brillants. En conséquence, un réactif

aux propriétés fluorescentes a été rajouté a la hauteur de 0.1 g/L dans la solution.

La brumisation de ce nouveau mélange a pour effet d’augmenter le contraste de I'empreinte
mais pas seulement. En effet, des satellites fluorescents apparaissent sur et autour de
Iempreinte (voir Figure 2.24).Ce sont des impacts de cyanoacrylate d’éthyle qui sont devenus
fluorescents. La conséquence immédiate est une visualisation perturbée et une analyse difficile

de 'empreinte.
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Figure 2.24 - Empreintes révélées par spray de cyanoacrylate d'éthyle contenant 0.1g/L de colorant

La colle étant tres réactive et polymérisant deés qu’elle entre en contact avec le support, les
gouttes impactantes n’ont pas le temps de se réarranger a la surface de 'empreinte. Le colorant
quant & lui ne fluoresce pas de la méme maniére selon les endroits de I'empreinte. Afin
d’investiguer les propriétés de ce dernier, nous avons donc décidé d’utiliser un fluorophore seul
dans un solvant plus facile a utiliser que le 2-methyl THF pour des raisons de sécurité :

I’éthanol.

Le résultat obtenu est sans appel en comparaison des révélations faites avec de la colle.
L’empreinte révélée est bien contrastée, parfaitement visible vis-a-vis du support, et les

minuties qui la composent ont été préservées (voir Figure 2.25).

Figure 2.25 - Empreintes révélées par spray de colorant & 0.1 g/L dans 1'éthanol. Trradiation dans le domaine UV

a 365 nm

De maniere a comprendre les interactions entre le colorant et I'empreinte et plus largement
les mécanismes aboutissant a un tel résultat, nous aborderons dans le chapitre suivant les
propriétés spectroscopiques de ce dernier. Ces investigations seront menées en solution mais

aussi en phase solide, au sein méme des sécrétions qui composent I'empreinte.
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Chapitre 3 : La fluorescence comme acteur de la

détection des empreintes digitales

La solution technique envisagée pour la révélation fonctionnant avec de 1’éthanol et
un fluorophore, la fluorescence se trouve alors étre le phénomene majeur impliqué dans la
visualisation et la détection des empreintes. Pour comprendre comment fonctionne cette
fluorescence sur les empreintes et pourquoi seules les empreintes semblent visibles, une étude
a été réalisée a partir d’échantillons modeles d’empreintes. Ce chapitre sera donc dédié a
I'investigation et la compréhension des interactions entre le fluorophore et son environnement,

mais aussi a son intégration au sein des empreintes

3.1 Famille de molécules utilisée : les BODIPY

Le colorant qui a été sélectionné est un dérivé de la famille des BODIPY
(BoronDiPyrromethen ou encore 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene).® Les molécules
de cette famille possedent plusieurs caractéristiques remarquables. Entre autre, elles ont une
absorption intense et fine dans le domaine visible, elles sont photostables et ont des
rendements quantiques de fluorescence assez élevés (entre 0,5 et 1). En outre,
I’environnement n’a que peu d’influence sur ces propriétés puisque le solvatochromisme est

faible ainsi que la sensibilité au pH (halochromisme).

Au-dela des propriétés intrinseques des BODIPY, leur synthése, leur mise en forme et leur
caractérisation sont bien connues du laboratoire partenaire de ce projet : le PPSM. En effet,
I'utilisation des BODIPY pour la création de nanoobjets fluorescents est un theme de
recherche a part entiere au sein de ce laboratoire, et c¢’est naturellement que le choix du

86,87

fluorophore s’est tourné vers cette famille.

3.1.1 Historique et structure générale du Bodipy

C’est en 1968 que Treibs et Kreuzer découvrent et décrivent la premiere synthese des
BODIPY.* Cette famille de molécules, par ses propriétés particulieres, fait 1’objet de
publications et d’applications de plus en plus nombreuses dans le domaine de Ila
photophysique. Les dérivés du BODIPY peuvent étre utilisés comme sondes moléculaires en
imagerie intra-cellulaire car ils sont fréquemment utilisés comme marqueurs des protéines et

de PADN. Un autre domaine d’application est celui de I'ingénierie de dispositifs moléculaires
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avec la fabrication de colorants laser, d’interrupteurs fluorescents ou encore de capteurs

chimiques.

Le noyau BODIPY, sa structure émissive, est une espece polycyclique hétéro-aromatique qui
est composée de 2 sous unités pyrroliques. Ces derniéres étant complexées par les atomes
d’azote a un groupe difluoroborane (BF,), la géométrie tétraédrique de I'atome de bore impose
aux deux unités pyrroliques d’étre coplanaires et confere la rigidité de la molécule (voir Figure
3.1).%
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Figure 3.1 - Structure du noyau du Bodipy

Les dérivés du BODIPY sont obtenus via une synthése monotope (synthése « one pot » en 3
étapes) par condensation sur deux molécules de pyrrole, d’'un aldéhyde (méthode classique)
ou d’un chlorure d’acide ou anhydride d’acide (méthode modifiée). Dans le cadre du projet,

une synthese a partir d’aldéhyde a été réalisée et est disponible dans la figure ci-dessous.

1) DIPEA
2) BF+ELO
T e
F F

Figure 3.2 - Synthese monotope du Bodipy utilisé dans le projet Cyanospray

3.1.2 Rappels des principes de la fluorescence

La luminescence est 1’émission de lumiere d’un composé. Le phénomene de la
fluorescence se traduit par ’émission de lumiére d’'un composé, qui a été préalablement amené

dans un état excité singulet via ’absorption d’énergie lumineuse (ou autre). Le retour a 1’état
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fondamental s’accompagne de 1’émission de photons, dont I’énergie correspond a 1’écart

énergétique entre I’état fondamental et le premier état excité.*™*

Le processus opérant entre I’absorption et 1’émission de lumiere est illustré par le diagramme
de Jablonski (voir Figure 3.3). Ce dernier illustre bien les phénomeénes de transitions

électroniques pour ’absorption et 1’émission.

A Absorption
Y
] ry
S h Conversion
2 ‘\\ interne
T v
(O] 1
- [ XX
b0 S1 1
~ 1
o \
q Processus
Vi .
non-radiatif \ Fluorescence
\
!
Y
A J
SO v
Excitation Fmission

Figure 3.3 - Diagramme de Jablonski

Lorsque le fluorophore est dans son état excité, il peut exister des conversion internes qui
correspondent a la désexcitation d'un état S, vers ’état excité de plus basse énergie Si. En
effet, I’état excité a partir duquel il y a émission de lumiere est celui ou son état vibrationnel
est le plus bas en énergie, c’est-a-dire le premier état excité (regle de Kasha).

Cependant, ’émission de fluorescence n’est pas le seul phénomene de désexcitation possible.
L’intensité de fluorescence peut étre drastiquement diminuée par une variété de processus.
Une telle diminution est appelée l'effet de « quenching ». Parmi les mécanismes de
désexcitation non-radiatifs (ici extinction par transfert d’énergie), il existe ceux de type

Forster et Dexter.”

Le mécanisme de Forster s’effectue comme un processus résonnant entre B* et A (B* espece
a l'état excité ici le donneur, A est l'accepteur). (Cependant, le processus inverse est rendu
impossible dii & une relaxation vibrationnelle de A*). La théorie de ce mécanisme est fondé
sur des interactions ponctuelles entre les dipoles de transition de chacune des espeéces, afin de
modéliser le transfert d’énergie.

Plusieurs parametres influent sur Iefficacité de cet échange : Uorientation relative des dipoles

(i), la distance R qui sépare les dipoles (ii), le recouvrement spectral entre le spectre
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d’émission du donneur et de 'accepteur rendant compte d’un bon accord entre les niveaux

énergétiques (iii).

Le transfert de type Dexter, lui, met en jeu un échange d’électrons entre B* (donneur a 1'état
excité) et A (accepteur). En conséquence, ce mécanisme implique que les chromophores soient
relativement proches dans l'espace afin de favoriser un recouvrement des orbitales
responsables de cet échange. A contrario de la théorie de Forster, un recouvrement spectral
entre le spectre d’émission de B et le spectre d’absorption de A n’est pas essentiel pour que
I’échange se fasse.

A courte distance, on considére usuellement le mécanisme d’échange d’électrons de type

Dexter prépondérant vis-a-vis de celui de Forster (pour une distance R~10 A)

Les dérivés du BODIPY absorbent fortement dans le domaine visible (e~ 80 000 L.mol'cm
) et possedent un rendement quantique de fluorescence élevé. En comparaison a la famille
des fluorescéines ou des rhodamines, les BODIPY ont en plus la caractéristique d’émettre
selon une bande plus étroite. Cependant, ces derniers possedent un déplacement de Stokes (le
déplacement de Stokes correspond a la différence en longueur d'onde du maximum du pic du
spectre d'absorption et le maximum du pic du spectre de fluorescence, pour la méme transition
électronique) faible : de 5 & 20 nm dans la plupart des cas. Par conséquent, I'utilisation de
filtres de bande passante étroite en excitation ainsi qu’en détection est nécessaire afin
d’éliminer ou de réduire les interférences. Cela a pour conséquence de réduire le signal de
fluorescence détecté. Une conséquence plus importante encore porte sur la réduction de leur

efficacité d’émission en phase condensée concentrée.

—— Absorption
——— Emission

0.8 4 Aops =500 Nm Agmission = 508 nm
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Figure 3.4 - Spectres d'absorption et d'émission du Bodipy512 dans PEtOH absolu utilisé dans le projet
CYANOSPRAY ([C]=1 pmol/L)

La bande d’absorption maximale (centrée a 500 nm) correspond & une transition purement

électronique Sy=>Si, tandis que la seconde bande ( ~350 nm) de plus faible intensité est
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attribuée a la transition Sy=>S; (probablement le résultat d’'un mélange d’états électroniques

de plus hautes énergies).*™

Ce composé a tres peu d’affinité pour les solvants aqueux. Son hydrophobie est d’ailleurs
particulierement adaptée dans le cadre de I’étude de par l'utilisation d’un solvant volatil :
I’éthanol (capable de s’évaporer sur la surface de 'empreinte), et de la composition intrinseque

de l'empreinte (qui posséde un certain nombre de composés lipidiques, voir paragraphe 1.3).

Dans le cadre des travaux présentés, le fluorophore peut se retrouver en phase solide
condensée qu’il s’agisse de phase solide du fluorophore ou encore de matrices lipidiques
(empreintes) dopées en fluorophores. Un agrégat peut étre défini comme un assemblage
ordonné de molécules qui possede des propriétés optiques spécifiques. Par conséquent, le
diagramme des niveaux d’énergies électroniques et vibrationnelles de la molécule au sein de
lagrégat peut se trouver modifié de maniere significative vis-a-vis de la phase diluée. Les
interactions intermoléculaires établies entre les agrégats sont responsables des changements

spectroscopiques observés. ™%

On distinguera trois types de dimeéres : les dimeéres de type H, les dimeres de type J et les

dimeres coplanaires.

Lorsque les moments dipolaires de transition des monomeéres sont situés dans deux plans
différents, paralleles (6= 90°) et alignés (o = 0°), le dimeére est appelé « dimere idéal de type
H » (voir Figure 3.5). La théorie de I'exciton stipule pour ce cas que la transition électronique
permise va de I’état fondamental vers 1'état excité le plus haut en énergie. La transition vers
I’état excité de plus basse énergie est interdite, il en découle un déplacement du spectre
d’absorption du dimere vers des longueurs d’ondes plus faibles vis-a-vis de celui du monomere
(déplacement hypsochrome). Le dimere de type H se trouve étre faiblement ou non fluorescent
di a une désexcitation non radiative plus rapide vers ’état excité de plus basse énergie. Dans
le cas de molécules organiques m-conjuguées, les agrégats de type H forment des empilements

de noyaux aromatiques qui ont de fortes interactions de type n-rr (m-stacking en anglais).

La deuxieme configuration dite « de type J » correspond a un agencement en « téte-a-queue
», ¢’est-a-dire coplanaires (6= 0°) et alignés (o= 0°). La transition électronique permise va
de I’état fondamental vers I’état excité de plus basse énergie. De ce fait, le déplacement de la
bande d’absorption a lieu vers les plus grandes longueurs d’onde par rapport au monomere
(déplacement bathochrome). Au contraire du dimeére de type H, le dimere de type J est

fluorescent et il possede un effet bathochrome lors de I’émission de fluorescence.

Ces deux cas de dimeres correspondent a des configurations géométriques extrémes, les
structures des dimeres présentent plus généralement des angles intermédiaires pour 6 et o.

Ce compromis permet d’optimiser les interactions attractives entre les moments dipolaires
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des monomeres, mais aussi de minimiser les interactions répulsives et les génes stériques entre

les unités monomeres de I'agrégat.

Enfin, pour la structure d’'un dimere dit « coplanaire » les plans des deux monomeres restent
paralleles (angle o nul). L’angle 0, lui, peut cependant varier entre 0° et 90° avec un angle
remarquable (54,7°). Les dimeéres coplanaires ne présentent qu'une seule transition optique

permise.

Cas A Cas C Cas B
Dimére idéal de type H Dimeéres coplanaires Dimére idéal de tvpe J

>
—

Energie
rF S

6 =90° > (4] > 0=0°
E(-)‘__;
E*
rY
.
E
Monomeéres

Figure 3.5 - Regles de sélection pour dimeéres coplanaires : déplacement hypsochrome en bleu, bathochrome en

rouge®?

3.2 Propriétés spectroscopiques du Bodipy512 au sein de ’empreinte

Le principal chromophore que nous avons utilisé (le Bodipy512) pour la révélation
d’empreinte est brumisé et déposé sur tout 1’échantillon permettant la visualisation de
I’empreinte.

L’éthanol est le solvant de prédilection pour la révélation d’empreinte (peu onéreux, peu
toxique et peu dangereux) et la concentration de Bodipy512 en solution dans 1’éthanol
absolu est de 0,1 g/L. Cette concentration sera toujours la méme pour toutes les
expériences présentées dans ce travail de thése. Deux distances de brumisation seront
analysées : 15 et 31 cm. Ces distances représentent les extrémes de l'efficacité du procédé,
pour lequel une bonne qualité de révélation commence a 15 cm, a l'inverse de 31 cm ou
I’empreinte est parsemée de points fluorescents, voir Figure 3.6. Pour ce qui est de la

pression du gaz d’atomisation, nous présenterons ici les données pour 2 et 3 bars qui sont des
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pressions raisonnables pour des systémes portatifs (pour plus de détail sur le montage le
protocole pour la révélation voir Annexe 1). D’autre part, toutes les photos d’empreintes
présentées dans ce travail de these ont été prises dans des conditions d’éclairage standard
(conditions d’éclairage et de prise de vue utilisées au sein des forces de l'ordre et détaillées
Annexe 1 et Annexe 2) et ne sont pas retouchées afin de pouvoir comparer Uefficacité du

procédé de révélation.!

a) b)

Figure 3.6 — Empreintes de composition réelle révélées a 15 cm (a) et 31 cm (b)
Lampe & 470 nm et filtre orange & 530 nm. Pression : 2 bars. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages
(sur Péchantillon avec I'aérographe) : 4

3.2.1 Spectroscopie en phase solide

Une fois le Bodipy déposé a I'aérographe sur ’échantillon a révéler, ’empreinte devient
fluorescente et bien visible. En effet, ce dernier fluoresce dans ’empreinte ce qui ne semble
pas étre le cas sur le substrat (lame de verre) lorsqu’il n’y a pas de sécrétions.

Dans ce cadre, nous avons entrepris des mesures de spectroscopie de fluorescence en phase
solide, c’est-a-dire pour des échantillons d’empreintes déposés sur un support. Ceux-ci se
présentent sous la forme de lames de microscope sur lesquelles est étalée ou non, en couche,
la sécrétion artificielle (100% sébacée) synthétisée au paragraphe 2.2. L’utilisation de
sécrétions artificielles répond a plusieurs criteres : tout d’abord parce que la composition reste
fixe et connue offrant ainsi la possibilité d’évaluer plus finement les effets de la distance
spray /empreinte sur 1’émission de fluorescence. Ensuite, parce qu'une méme masse de matiere
est déposée sur I’échantillon a révéler.

Les mesures et conditions d’expériences pour ces échantillons ainsi que pour tous ceux du
manuscrit sont disponibles en Annexe 1 et Annexe 6. Par ailleurs tous les spectres d’émission

de fluorescence ont été corrigés de la réabsorption (voir Annexe 6).

4 Les parametres et conditions de prises de vue son détaillés en Annexe 2
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Figure 3.7 - Spectres d'émission de fluorescence pour le Bodipy512 dans 'empreinte (a) et sur le substrat (b) en
utilisant de 1’éthanol pour la révélation

Excitation & 480 nm. Slit (excitation/émission) : 1/1 nm. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Les spectres d’émission de fluorescence présentés Figure 3.7, sont normalisés par rapport au
maximum de fluorescence atteint sur la gamme sondée pour chaque échantillon. En effet,
méme si les échantillons ont été analysés le méme jour et dans les mémes conditions
expérimentales, les variations d’intensités de fluorescence maximales, entre les substrats nus
et ceux recouverts de sécrétion artificielle, sont tellement grandes que nous avons normalisé

afin de pouvoir comparer les formes spectrales.

Tout d’abord, nous observons que le maximum d’émission de fluorescence n’est décalé vers
les plus grandes longueurs d’ondes que de 4 nm sur le substrat sans sécrétions vis-a-vis du
signal dans 'empreinte, lui-méme décalé de 4 nm par rapport au Bodipy en solution dans
I’éthanol.

Ensuite, lorsque la distance de travail est plus importante entre le support et la buse d’éjection
de l'aérographe la deuxiéme contribution spectrale a I’émission (épaulement vers 525 nm) est
beaucoup plus importante. Il y a aussi apparition d’une troisieme et d’'une quatrieme
contribution vers les plus grandes longueurs d’ondes. Afin de mieux visualiser ces
contributions, un « fitting » (ajustement de courbe avec une somme de Gaussienne) des

spectres est présenté Tableau 3.1.

Cette tabulation a pour but d’évaluer de maniere qualitative la variation de 'intensité de
fluorescence, mais aussi la proportion de formes agrégées pour les différents échantillons. En
effet, apparition de nouvelles bandes est probablement un indicateur de molécules agrégées

et émissives du fluorophore dans 'empreinte.
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Contributions en valeur d’aire
fchantillon If’;z:;zzz:::zﬁjed intensité de (u.a)

511 nm | 540 nm | 580 nm 630 nm
Empreinte_15cm_3bars 100 % 20.1 8.2 1.7 /
Substrat_15cm_3bars 0,34 % 20.7 11.3 / /
Empreinte_15cm_2bars 5 % 19.97 9.1 1.14 /
Substrat_15cm_2bars 0,52 % 17.3 14.1 / /
Empreinte_31cm_3bars |25 % 22.02 9.7 3.37 0.34
Substrat_31cm_3bars 0,26 % 18.5 12.7 / /
Empreinte_31cm_2bars 17 % 23.3 15.2 9.1 5.1
Substrat_31icm_2bars 0,42 % 18.6 14.1 / /

Tableau 3.1 - Tabulation des valeurs d'intensité de fluorescence (avant normalisation) et des aires des différentes
contributions a partir des spectres normalisés.
Les pourcentages disponibles au sein de ce tableau ont été calculés a partir du maximum d’intensité collecté sur

la série d’échantillons pour une empreinte révélée a 15 cm et une pression de 3 bars

Les nouvelles contributions sur le spectre d’émission peuvent possiblement étre assimilées a
I’apparition de niveaux intermédiaires dans I’état excité qui amenent alors a des bandes de
plus grande longueurs d’ondes. Ces nouvelles contributions spectrales pourraient signer pour

des agrégats de différentes tailles et morphologies au sein de I’échantillon.

L’intensité récupérée sur 1’échantillon diminue de maniere progressive avec la distance de
travail, mais aussi avec la pression. En effet, une pression plus faible entraine un débit moins

important du liquide et donc le dép6t en moindre quantité de Bodipy512 sur la sécrétion.

Ces données spectroscopiques donnent une premieére indication sur les espeéces (type
d’arrangement de Bodipy512) possiblement présentes sur ’échantillon, mais ces valeurs ne
sont pas représentatives pour autant de la qualité de révélation de 'empreinte. Rendre compte
de la qualité d’une empreinte révélée nécessite d’utiliser une autre notion : le contraste. Ce
dernier est défini a chaque longueur d’onde comme le rapport entre l'intensité du spectre
d’émission de fluorescence d’une empreinte et l'intensité du spectre d’émission de fluorescence
du substrat.

L’empreinte est visible car lorsque les molécules de Bodipy512 sont déposées sur le substrat
et entre les crétes de 'empreinte elles s’agregent, entrainant un quenching de la fluorescence.
Cette différence de phénomene entre les sécrétions et le substrat (et notamment les inter-
crétes) est a Porigine d’un contraste tres important visible a I'ceil nu. Cet effet de contraste
se produit spontanément et ne nécessite aucun post-traitement ou ringage.

Il est aussi présent pour d’autres fluorophores comme la Rhodamine 6G, mais la valeur de
contraste obtenue avec ce composé n'est pas aussi importante qu’avec D'utilisation du
Bodipy512. Afin de comparer les valeurs de contraste obtenues avec le Bodipy et un
chromophore de référence : la Rhodamine 6G, celles-ci ont été représentées Figure 3.8. Pour

la comparaison, nous avons excité la Rhodamine 6G a la longueur d’onde qui présente la forte
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absorption, c’est-a-dire 530 nm. Pour le Bodipy la valeur de 480 nm pour l'excitation a été
choisi pour des questions d’instrumentation (le déplacement de Stokes est petit et nous
n’avons pas utilisé de filtres). De ce fait, 15 nm séparent la longueur d’onde d’excitation du

début de l'acquisition du spectre d’émission de fluorescence.

Constraste_15cm_3 bars_Bodipy512
300 -+ —— Contraste_15cm_2 bars_Bodipy512
— — Contraste_31cm_3 bars_Bodipy512
250 - — — Contraste_31cm_2 bars_Bodipy512
Contraste_15cm_2 bars_Rhodamine 6G
o 200
(2]}
o
g 150
&
100
50
0+

T T
600 650 700

Longueur d'onde (nm)

T
550

Figure 3.8 - Valeurs de contrastes obtenues sur la gamme spectrale sondée pour une révélation avec de I’éthanol
Excitation a 480 nm pour le Bodipy512 et émission de fluorescence acquise entre 495-700nm. Excitation a 530 nm
pour la Rhodamine 6G et émission de fluorescence acquise entre 545-700 nm

Slit (excitation/émission) : 1/1. Distance : 15 ¢cm. Diamétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Les valeurs de contraste obtenues Figure 3.8 suivent les évolutions des valeurs tabulées
d’intensité de fluorescence obtenues précédemment. Pour une pression plus forte, le contraste
est plus important dii & une quantité de Bodipy512 déposée plus importante. En effet, dans
les sécrétions de 'empreinte il y a plus de Bodipy512 dispersé qui est capable d’émettre de la
fluorescence. En parallele, hors des sécrétions les molécules de Bodipy512 s’agregent et restent
tres peu ou pas émissives. Cette hypothese explique également pourquoi le contraste baisse

lorsque 'on s’éloigne du support.

Ces observations et conclusions préliminaires ont été faites pour des expériences réalisées dans
des conditions idéales et modeles pour une composition chimique d’empreinte fixe. Par
conséquent, elles ne prennent pas en compte les hétérogénéités de 'empreinte qu’elles soient

vis-a-vis de sa composition ou de sa physique.
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3.2.2 Variation locale de fluorescence : répartition et agrégation du Bodipy512

Pour rendre compte des hétérogénéités de ’empreinte, et comprendre plus en détails
les effets de contrastes, une analyse a une échelle plus locale a été entreprise. Celle-ci est
détaillée au niveau de la créte d’'une empreinte. L’étude a été rendue possible grace a
I'utilisation d’un microscope confocal de fluorescence dont le fonctionnement est décrit au

sein de I’Annexe 1.

La premiere étape a été de comparer les différentes zones d’une créte d’empreinte réelle et
d’une créte d’empreinte artificielle. Et plus précisément, la morphologie apres la révélation et

le signal de fluorescence résultant des empreintes réelles et artificielles (voir Figure 3.9). Les

spectres sur le substrat, eux, n’ont pas pu étre interprétés ici car trop bruités.

b)

—— Empreinte de sécrétions réelles
A Empreinte de composition artificielle

Intensité de fluorescence (u.a)

T T 1
500 550 600 650 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 3.9 - Comparaison d'une empreinte de composition réelle (a) et de composition artificielle 100% sébacée
(b) avec leurs spectres moyens d’émission de fluorescence (¢) pour une révélation avec de l'éthanol.
Excitation a 476 nm. Pression : 3 bars. Distance : 15 ¢cm. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Les cercles représentent les ROI (« Region of Interest ») utilisés pour extraire les spectres moyens de la figure
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Les morphologies des sécrétions obtenues apres révélation sont comparables ainsi que leurs
spectres d’émission de fluorescence. L’intensité de fluorescence est en moyenne légerement
plus grande pour une empreinte de composition artificielle, et cette différence pourrait étre
due a ’homogénéité de ces dernieres qui favorisent la pénétration, l'intégration ainsi qu'un
arrangement des fluorophores plus favorable a ’émission de fluorescence. On en conclut ici
que 'empreinte artificielle se comporte en fluorescence de maniere tres proche de 'empreinte

réelle d’'un adulte.¢

Dans un second temps, afin d’avoir une idée plus précise de la répartition de la fluorescence
nous avons utilisé un microscope confocal. Cette technique a permis de mener une étude de
la variation locale de la fluorescence des différentes zones de 'empreinte (créte, inter-créte et
substrat), en identifiant les zones comportant des agrégats de fluorophores. De plus, nous
avons pu constater que le Bodipy512 déposé dans les inter-crétes de 'empreinte avait un

comportement proche de celui déposé sur le substrat nu.

Toutes ces observations nous orientent vers le scénario suivant : lors de la révélation le
fluorophore est déposé partout. En effet, les gouttes de la solution le contenant sont déposées
sur toute la surface de ’échantillon. Aprés évaporation du solvant, le Bodipy512 adopte des
formes particulieres selon qu'’il est en contact avec les sécrétions de ’empreinte ou en dehors,
sur le substrat. Les agrégats formés seront tres fluorescents dans les sécrétions, mais peu voire

non fluorescent lorsque le fluorophore est seul sur le substrat.®”

La fluorescence émise est majoritairement issue des crétes de 'empreinte, ce qui suggere une
diffusion des molécules de Bodipy512 au sein des sécrétions. Ce phénomene de diffusion
permet alors un espacement suffisant des molécules pour limiter le quenching de fluorescence

919 Cependant, la présence de plusieurs contributions spectrales et

au sein de ces dernieres
par ce biais de plusieurs comportements différents de fluorescence sur les crétes montre qu'une
partie au moins du Bodipy512 adopte une forme agrégée et partiellement quenchée du
Bodipy512. Celle-ci entraine alors une diminution du signal de fluorescence par rapport a
celui mesuré en solution.” 1!

Ainsi, ces données nous ont amenés aux hypotheses de répartitions suivantes, dont la Figure

3.10 est une représentation.

¢ Les résultats sont issues de plusieurs mesures (trois zones de mesures pour chaque échantillon avec
en moyenne 12 régions d’intérét)
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a) | | : Zone quenchée (lisse et peu épaisse)

: Zone quenchée (couche assez épaisse
contenant impacts de gouttes)

: Zone faiblement quenchée =
majoritairement fluorescente

: Impacts de gouttes (creux)

b)

@» : Fluorophore « dispersé »
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Figure 3.10 - Schémas globaux d'une empreinte a 1'échelle macroscopique (a) et & Péchelle microscopique (b)

En conclusion, la diffusion du fluorophore dans les crétes semble le mécanisme le plus probable
permettant de générer une émission de fluorescence non quenchée suffisante pour obtenir une
empreinte bien contrastée (dans les conditions d’atomisation utilisées). Mais 1'utilisation d'un
solvant volatil comme I’éthanol promeut également la formation d’agrégats, et d'une couche
de chromophore plus ou moins quenchée (probablement en surface des crétes) par séchage

rapide sur ’échantillon, voir Figure 3.11.

Par ailleurs, lorsque la distance spray/empreinte augmente le fluorophore est déposé en moins
grande quantité, due a une perte de matiere dans I’environnement. Une autre source de perte
d’intensité de fluorescence peut également apparaitre dans ces conditions. En effet, un temps
de vol plus long peut conduire une partie des gouttes a « sécher » pendant le trajet, et ainsi
déposer du fluorophore partiellement quenché sur I’échantillon. Les effets de tailles de gouttes,
qui dépendent fortement des conditions procédés utilisées pour la brumisation de la solution,

seront détaillés dans le chapitre suivant (Chapitre 4).
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];',vapofat ion Gradient de
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Schéma d’une créte
(tranche)

Figure 3.11 — Coupe en tranche d’une créte

A ce stade de ’étude, les crétes sont considérées comme une couche de séerétion homogene
afin de pouvoir évaluer le comportement général du fluorophore au sein de la matrice

lipidique.

3.3 Variation locale de fluorescence sur ’empreinte

La variation locale de la fluorescence est un élément clé de la compréhension du
comportement du Bodipy512 sur l'empreinte. Une créte d’empreinte est chimiquement
hétérogene. Elle possede des zones de tailles microniques grasses (hydrophobes), des zones
hydrophiles, zones liquides et solides, des cristaux de sels ou encore des cellules de peau. Au
sein de cette partie, nous avons cherché a pousser I'analyse de fluorescence afin de la corréler
a la composition chimique locale des différentes zones d’une créte. En effet, cette derniere est
susceptible de modifier le comportement du fluorophore.?!

L’objectif est de glaner des informations en vue de l'amélioration possible d’une future

génération de fluorophore a contraste et/ou sélectivité améliorés.

3.3.1 Composition locale et fluorescence

La composition locale est susceptible d’influencer le comportement du Bodipy512 sur
Iempreinte et notamment son intégration au sein de celle-ci. Apporter des éléments de
compréhension nécessite alors la mise en place d’un couplage particulier de techniques
d’analyse. Ainsi, afin de pouvoir imager et localiser les fonctions chimiques, mais aussi
I’émission de fluorescence, des mesures en imagerie infrarouge (avec un spectre complet par
pixel) et en microscopie confocale de fluorescence (un spectre complet par pixel) ont été

réalisées conjointement.

La premiere étape de ces analyses conjointes a été de définir une zone représentative de
I’hétérogénéité d’une empreinte. Le choix s’est porté sur une zone de créte dans laquelle il y
a un morceau de peau entouré des sécrétions. Une fois cette zone choisie, des analyses en
imagerie infrarouge a transformée de Fourier ont été réalisées (pour plus de détails sur la

technique (voir Annexe 1).
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Figure 3.12 - Image visible (a), image IR en intensité moyenne d'absorbance sur toute la gamme spectrale sondée
(b) et images IR selon 3 bandes d’intéréts (c)

Au centre de 'image un morceau de peau entouré de gouttes qui sont les sécrétions qui composent 'empreinte

Ces clichés mettent en exergue la localisation de bandes d’intéréts caractéristiques des
composés principaux de 'empreinte. Comme abordé précédemment (voir 2.1) trois groupes
d’intéréts sont choisis pour représenter la distribution de ces composées principaux : les
alkyles CH, asymétriques et symétriques (3100-2800 cm™) pour les triglycérides, les
phospholipides et les acides gras ; puis les carbonyles (1770-1700 cm™) pour les acides gras et
composés protéiques, la bande amide I (1698-1680 cm™) qui est plus spécifique des composés
protéiques. Les sécrétions autour du morceau de peau sont majoritairement constituées de
composés possédant des fonctions alkyles et carbonyles (plus de signal). Pauvres en protéines,
ces sécrétions sont vraisemblablement riches en sécrétions composés gras comme les acides
gras, les triglycérides et le squaléne. Le morceau de peau, lui, est une structure homogene fait
d’un assemblage des différentes fonctions chimiques présentées ici, avec des groupements
protéiques plus largement représentés.

Ces premieres observations sont importantes dans le cadre de la révélation et de la localisation
de la fluorescence sur ’échantillon. En effet, les analyses en imagerie infrarouge ont été
réalisées avant la révélation afin de bien décorréler le signal des fonctions chimiques regardées

de celles du Bodipy512 une fois déposé sur 'empreinte.
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Une fois la révélation opérée, la fluorescence est localisée sur 'empreinte et des spectres sont

extraits des différentes zones d’intéréts. Un exemple d’analyse est donné en Figure 3.13.

a) b)

“ Spectre IR : % Spectre IR :
[ Spectrum
08+
| )
< | <
064
g 0.6 4 | g
2 o4 / 'ng 941 i
2 2 \
<L 02+ y a °% (|
{ | [ \
. W R U I Y S N i 1 LW \J\’“J&Mm
4000 3500 3ﬂ‘ﬂ0 2500 Zﬂvﬂﬂ 1 S‘DO 1000

4000 JE‘DD 30‘50 25'00 ldDO 15'50 1600
Longueur d’onde (cm!) Longueur d’onde (cm!)

% -
+ Spectre de Fluorescence : % Spectre de Fluorescence :

—— Spectrum
— Fit Peak 1
Fit Peak 2

016 |— Spectrum
—— Fit Peak 1
—— Fit Peak 2
|—Fit Peak 3
Fit Peak 4
—— Cumulative Fit Peak|

o
e
1

Fit Peak 3
Fit Peak 4
(—— Cumulative Fit Peak|

o
by
N

e
3

e
g
8

o

e

2
L

Intensité de flucrescence (u.a)
s o
= 9
L h

Intensité de fluorescence (u.a)
°
8

00+

r + v
500 520 540 580 580 600 500 520 540 560 580 800
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 3.13 - Spectres IR et de fluorescence pour le morceau de peau (a) et les sécrétions huileuses (h)
Les spectres obtenus pour les analyses infrarouge et de fluorescence sont issus de la moyenne de 5 spectres sur des
zones similaires.

Excitation a 495 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢m. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Tout d’abord, une comparaison des différentes zones montre que les sécrétions huileuses
majoritairement composées de sécrétions lipidiques possedent une intensité de fluorescence
beaucoup plus élevée que pour le morceau de peau. Cette fluorescence plus grande peut
probablement étre attribuée a la physique des sécrétions elles-mémes. En effet, pendant les
quelques secondes nécessaires a I’évaporation de la solution, I’éthanol doit favoriser la
dissolution partielle des graisses et des acides gras. Etant un solvant partiel de ces derniers,
il est donc & méme de faciliter la pénétration du fluorophore au sein des sécrétions lipidiques.
Ainsi, la diffusion et la pénétration favorisent la dispersion du Bodipy512, produisant une
émission plus efficace du chromophore. A l'inverse, le morceau de peau constitué de cellules
mortes est plus dur , plus dense, et plus riche en protéines ainsi qu’en composées hydrophiles.
L’éthanol semble moins efficace pour faire pénétrer les molécules hydrophobes de Bodipy512
au cceur des cellules.

Cette hypothese est cependant difficile & vérifier simplement par les spectres de fluorescences
issues des zones considérées. Afin de trancher, nous avons entrepris une cartographie en
volume de la zone de la créte de 'empreinte regardée. Ce type de cartographie est réalisable
grace a l'utilisation du microscope confocal de la plateforme CLUPS de I'université de Paris

Saclay.
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3.3.2 Composition en profondeur de ’empreinte

Afin de pouvoir imager ce phénomene, nous avons choisi de nous placer dans la région
ou l'intensité de fluorescence est la plus forte sur une empreinte, c¢’est-a-dire a 512 nm. Pour
cela, nous avons donc systématiquement choisi une gamme de longueur d’onde comprise en
505 et 517 nm. Une fois le détecteur placé sur cette gamme de longueur d’onde, il est possible
de faire un scan sur toute la profondeur de la zone étudiée avec un pas de 0,17 pm selon 'axe
z (en profondeur) entre chaque cliché réalisé (le pas a été défini via I'appareillage utilisé qui

cherche les parameétres optimums pour I'acquisition).

Les données présentées au sein de la Figure 3.14 ci-dessous ont été acquises a partir du bas
de l'empreinte, c’est-a-dire le substrat (lamelle de verre) jusqu’a la hauteur maximale de
I'objet le plus gros de la zone (le morceau de peau). La définition de la hauteur maximale a
été fixée lorsque nous étions hors du plan focal du morceau de peau. Usuellement, les
sécrétions huileuses de 'empreinte dépassent rarement 15 pm, ce qui est le cas ici au contraire

du morceau de peau qui présente une épaisseur remarquable de plus de 20 pm.

a)

Haut de 1’empreinte Bas de 1l’empreinte

b) Substrat

Morceau de peau

60 o N ) .
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Haut de [
%1 1’empreinte | s
: A tranches

Direction du
scan

Intensité de fluorescence a 512 nm (u.a)

Bas de 1’empreinte

Profondeur (um)

Figure 3.14 - Données de la cartographie selon la profondeur de la créte en z : Clichés a 1'émission maximale de
fluorescence a 512 nm (bande prise entre 505 et 517 nm) (a), distribution de l'intensité de fluorescence a 512 nm
(b) et direction du scan pour l'analyse (c)

Excitation & 476 nm. Les cercles sur les figures représentent les régions d’intéréts sélectionnées pour l'extraction

des spectres correspondants
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L’analyse de différentes zones de sécrétions grasses et de peau (montrée en Figure 3.14)
conforte ’hypothése d'une pénétration superficielle du Bodipy512 sur le morceau de peau.
Cependant, sur les clichés présentés, la fluorescence aux alentours de 512 nm est
majoritairement localisée sur la partie supérieure des sécrétions non seulement pour le
morceau de peau mais aussi pour les sécrétions huileuses. La différence majeure entre ces
deux éléments réside dans l'intensité de fluorescence beaucoup plus forte dans les sécrétions
lipidiques. Cette observation amene a I’hypothése qu'une organisation du Bodipy512
différente et plus favorable a la fluorescence a lieu dans les sécrétions lipidiques. Le reste du
fluorophore déposé, plus ou moins agrégé, est aussi présent a d’autres longueurs d’ondes qui

ne sont pas représentées ici.

Ainsi, ce sont les sécrétions les plus huileuses qui sont responsables en grande majorité du
signal de fluorescence récupéré de 'empreinte. Ce dernier contribue a la bonne visualisation
et au contraste de 'empreinte vis-a-vis du support. De plus, cela aiguille sur Iefficacité du
procédé selon les différentes compositions. En effet, pour des empreintes de personnes jeunes
(avant la puberté) et de personnes agées produisant peu ou pas de sébum, la qualité de
révélation via la brumisation de Bodipy512 avec aérographe pourrait s’en trouver fortement
affectée (perte de contraste). De fagon générale, on constate que la pénétration du Bodipy512
n’est pas optimale au sein des sécrétions qui composent 'empreinte. D’un point de vue
strictement physico-chimique, il existe cependant une marge de progression importante pour
améliorer le signal. Dans ce cadre, plusieurs pistes sont envisageables : (i) déposer plus de
fluorophore via un nombre de passages de spray plus important sur 1’échantillon, (ii)
l'utilisation d’un autre solvant, (iii) ou bien un post-traitement capable de faciliter la

pénétration du fluorophore.

Seulement, la révélation d’empreintes est aussi soumise & son environnement extérieur qui
peut lui aussi contribuer a 'amélioration ou a la dégradation de la qualité de I'empreinte

révélée.
3.4 Influence de parameéetres extérieurs sur la révélation d’empreintes

L’expérience des experts des forces de 'ordre a montré que différents facteurs peuvent
influencer le rendu de 'empreinte révélée. Deux d’entre eux ont été retenus et étudiés dans
le cadre de la these : le vieillissement de l'empreinte et les variations de température (&

lombre, au soleil, en été ou en hiver etc.).

3.4.1 Vieillissement de ’empreinte

La notion de vieillissement d’une empreinte revét des aspects divers dans le cadre de
la révélation d’empreintes. Le premier d’entre eux c’est le vieillissement intrinseque d’une

empreinte avant révélation. Le deuxieme quant a lui est relié au vieillissement de I'empreinte
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une fois la révélation effectuée. Ces deux aspects seront abordés successivement au sein de ce

paragraphe.
3.4.1.1 Cave d’empreintes

Afin de pouvoir entrevoir linfluence du vieillissement et du dessechement de
I’empreinte vis-a-vis de la révélation, plusieurs empreintes ont été apposées et conservées
pendant 1 an dans des conditions de température et d’hygrométrie controlées (le substrat

étant une lamelle de verre).

Parmi ces empreintes, une d’entre elles est présentée Figure 3.15. Une série d’images en
émission de fluorescence a été acquise sur 'image en 2D pour une gamme spectrale allant de
495 a 700 nm, mais aussi selon la profondeur en z dans la créte aux environs de l'intensité
maximale de fluorescence a 528 nm (entre 524 et 532 nm). La limite maximale de la hauteur
des sécrétions a été fixée lorsque nous n’étions plus focalisés sur ces dernieres (hors des plans

focaux)
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Figure 3.15 - Imagerie d'une empreinte agée d'un an via la microscopie confocale de fluorescence: image fusionnée
visible et fluorescence (a), image en fluorescence a 528 nm (bande entre 524 et 532 nm) (b), distance de pénétration
du Bodipy 512 selon la profondeur en z (c) et spectres de fluorescence (d).

Excitation a 480nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢m. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4
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Le maximum de fluorescence pour les sécrétions est décalé vers les plus hautes longueurs
d’onde a 528 nm au lieu de 512 nm pour une empreinte fraiche, se rapprochant ainsi de la
valeur maximale en longueur d’onde obtenue pour le substrat. Une telle variation par rapport
au maximum de fluorescence observé en solution mais aussi au sein d’une empreinte fraiche
indique que la composition méme de 'empreinte a un impact important sur la qualité de la
révélation. En effet, selon la littérature et les observations précédentes faites au paragraphe
2.1 'empreinte a tendance au cours du temps a perdre de 'eau, a subir des dégradations des
espeéces qui la composent, mais aussi a gagner en dureté physique.®* Tous ces changements
et la perte de matiere relative au vieillissement de 'empreinte pousse le Bodipy512 a adopter
des formes agrégées moins fluorescentes que pour des empreintes fraiches (la puissance du
laser pour les acquisitions de 'empreinte agée a été largement augmentée afin d’obtenir du
signal). Les agrégats peuvent alors probablement se retrouver plus proches dans I'espace 3D
de la crétes (plutét au sommet de celle-ci) de 'empreinte. Cela entraine moins de pénétration
et par voie de conséquence plus de promiscuité pour les fluorophores favorisant des

mécanismes de désexcitation non-radiatifs.

Bien que ces analyses mettent en exergue un comportement différent du fluorophore aux
différents endroits de 'empreinte (au sein de la créte plus particulierement) qu’en est-il
macroscopiquement ? Car pour rappel c’est la forme et le contraste d’'une empreinte qui
prévalent dans le cadre de la révélation. La Figure 3.16 permet de représenter les différences
de qualité de révélation d’empreintes obtenues entre une empreinte fraiche et I'empreinte

étudiée agée d’un an.

a) b)

Figure 3.16 - Empreinte fraiche (< 3 jours) (a) et empreinte dgée (> 1 an) (b)
Lampe & 470 nm et filtre a 530 nm. Pression : 3 bars. Distance : 15 em. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de

passages : 4

Le contraste obtenu pour une empreinte vieillie est moindre, mais satisfaisant du point de

vue de I'dge de cette derniére car on y distingue toujours les minuties. Au bilan, méme si la
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variation de la composition a une influence sur la position du maximum d’émission de

fluorescence la visualisation et la révélation restent possibles.

3.4.1.2 Vieillissement apres révélation

Dans cette partie, nous aborderons le deuxieéme aspect de la notion de vieillissement :
le vieillissement apres la révélation d’empreinte. En effet, une fois le Bodipy brumisé et déposé
sur toute la surface de 1’échantillon, comment évolue-t-il et s’organise-t-il dans le temps 7 Ces
interrogations sont légitimes dans le cadre d’une possible conservation des scellés et d'une
prise de vue ultérieure de certains d’entre eux, mais aussi d’un point de vue purement
fondamental afin de comprendre quelle est la dynamique d’évolution de fluorescence au fil du

temps.

Le changement de composition ayant un impact dans la révélation d’empreinte, nous avons
choisi d’utiliser des empreintes modeles de sécrétions artificielles afin de s’affranchir de cette
variabilité. En effet, les empreintes modeles possédant une composition fixe et connue,
linvestigation des phénomeénes relatifs au Bodipy512 lui-méme seront plus précis et indicatifs.
La figure ci-dessous permet une premiere observation des changements morphologiques du
Bodipy512 sur I'empreinte selon la composition mais aussi selon le temps écoulé apres la

révélation d’empreinte.

b)

Figure 3.17 - Empreintes révélées a 512 nm : de sécrétions réelles (< 3 jours) (a), sécrétion artificielle (< 3 jours)
(b) et de sécrétion artificielle 1 mois aprés la révélation (c)
Les traits noirs en pointillés délimitent les crétes des inter-crétes.

Excitation & 476 nm Pression : 3 bars. Distance : 15 ¢m. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Lorsque 'empreinte est fraichement déposée sur une lame de verre les inter-crétes, qui ne
possedent pas de sécrétions, peuvent étre assimilées au substrat avec la présence d’impact de
gouttes au sein de ces dernidres. A partir de deux semaines cependant, on observe apparition
de cristaux dans les inter-crétes mais ceux-ci ne peuvent pas étre imagés en détail avec la
microscopie optique car ils sont trop petits. En revanche a partir d’un mois, comme on peut
le voir Figure 3.17, des cristaux de taille micrométriques sont bien visibles et situés dans les

inter-crétes. En parallele, le signal de fluorescence diminue de maniere drastique au fil du
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temps, et pour pouvoir imager 'empreinte aprés 1 mois, il a fallu augmenter jusqu’a 100% la
puissance du laser utilisé au contraire des empreintes fraiches qui nécessitent une puissance

laser de seulement 11% (voir Annexe 2).

Les spectres obtenus aux différents endroits de 1’échantillon vieilli d’un mois ne présentent
pas de variation des formes spectrales vis-a-vis d’une empreinte fraiche, seulement une
variation de l'intensité de fluorescence obtenue qui sera plus faible sur le substrat avec un
léger décalage de 5 nm vers les plus hautes longueurs d’ondes par rapport aux crétes.
Cependant, méme si le substrat présente une intensité de fluorescence moindre que dans
Pempreinte, il existe quand méme des variations selon l'endroit du substrat (voir Figure
3.18).

En effet, dans les inter-crétes de 'empreinte mais aussi a quelques millimetres autour de
I’empreinte, le signal de fluorescence diminue fortement par rapport a celui du reste du
substrat. Cette quasi-disparition du signal dans les inter-crétes et la formation de cristaux de
tailles microniques prouvent que les molécules de Bodipy512 sont mobiles apres le dépot et
qu'une dynamique particuliere de diffusion lente est & I'ceuvre entre les différentes zones de
lempreinte et du substrat. Un mécanisme d’approvisionnement volumique apres impact
pourrait expliquer cette disparition du fluorophore aux abords des crétes pour une empreinte
réelle. En effet, le fluorophore « plus a l'aise » dans un milieu apolaire pourrait migrer

localement dans les crétes.
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: Zone quenchée (couche assez épaisse
contenant impacts de gouttes)

: Zone faiblement quenchée —=>
majoritairement fluorescente

: Impacts de gouttes (creux)

: Cristaux de Bodipy (en rouge dans
les inter-crétes pour 1’empreinte
artificielle)
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Figure 3.18 — Représentation d’une empreinte révélée au bout d’un mois de vieillissement (aprés la révélation)
avec les spectres d’émission de fluorescence pour : la créte (a), le substrat (h) et Pinter-créte (¢).

Excitation a 476 nm. Pression : 3 bars. Distance : 15 ¢cm. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4
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Les données acquises suggerent que le vieillissement de empreinte révélée (vieillissement
apres la révélation) a un impact sur le contraste résultant apres la révélation. Ainsi, un
nombre de passages de spray plus important pourra étre nécessaire a la bonne visualisation
d’une empreinte agée (plus de 2 semaines). En outre, il est nécessaire de prendre en photo
Iempreinte révélée assez rapidement pour éviter la dégradation du signal de fluorescence qui
peut s’opérer dans le temps. La conservation d’un scellé possédant des empreintes digitales
pourrait requérir un post-traitement afin de fixer cette derniére et aussi possiblement la

fluorescence.

3.4.2 Variation de température

Le vieillissement de 'empreinte n’est pas le seul facteur qui influe sur la révélation
d’empreinte. Un des plus importants est la température de 'empreinte au moment de la
révélation et/ou de lanalyse.'” En effet, les conditions climatiques sur scéne de crime sont

multiples et il est important de comprendre en quoi elles affectent notre mode de révélation.

Ainsi, des mesures thermostatées ont été mises en place pour tester la stabilité du signal de
fluorescence avec la température. Afin d’observer des possibles changements dus a la
température, un cycle d’analyse comporte une descente en température de 'ambiante jusqu’a
5°C, puis une remontée jusqu’a 45°C, et enfin un retour a température ambiante. Les valeurs
de température choisies pour ces expériences ont été déterminées via la DSC des sécrétions
de Pempreinte (voir Figure 2.9). Elles sont représentatives de températures auxquelles les
sécrétions sont principalement solides ou fondues. Méme si idéalement, nous aurions aimé
pouvoir explorer la gamme 50-55°C pour avoir une sécrétion totalement fondue (sous forme

liquide), ceci n’a pas été rendu possible car la température du dispositif était limitée a 45°C.

Pour ces analyses, le rapport des deux contributions majoritaires dans les spectres d’émission
de fluorescence ne présente pas de variations significatives, c’est pourquoi l'aire totale du
spectre a été sélectionnée comme représentative. Pour chaque température l'aire sous la
courbe de fluorescence a été représentée en fonction de la température. Avant chaque mesure

a une température donnée, un temps d’attente de trois minutes a été imposé.

Les empreintes sont révélées a température fixe (de l'ordre de 22-23°C), puis en post-
révélation la variation de la fluorescence résultante est analysée pendant le cycle de

température.

Le premier échantillon investigué est constitué d’une sécrétions artificielle et révélée a une
distance optimale de 15 cm, Figure 3.19. Au sein de la figure, la valeur de aire totale varie
assez nettement selon la température. Lorsque la température diminue, l'aire sous le spectre
de fluorescence augmente au contraire d’une élévation de la température qui provoque une
chute du signal récupéré. D’autre part, le retour a une température ambiante en fin de cycle

ne permet pas de retrouver la valeur de fluorescence initiale de début de cycle.
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Figure 3.19 - Variation de l'aire sous la courbe des spectres d'émission de fluorescence pendant le cycle de
température
L’aire la plus grande obtenue pendant la cycle de température a été normalisée & 1. Les autres valeurs d’aires ont

été remises a ’échelle selon cette valeur maximale.

Excitation a 480 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Ces évolutions peuvent étre interprétées par la présence dans la phase rigide des sécrétions
de molécules de fluorophores proches spatialement les unes des autres, qui lorsque la
température augmente, voient leur transfert d’énergie augmenter. Cela aurait pour effet de
favoriser les processus de désexcitation non radiatifs intramoléculaires (par rotation ou
vibration) et intermoléculaire. En effet, lorsque la température augmente 'aire totale sous le
spectre d’émission de fluorescence diminue, la fluorescence est moins importante, appuyant
I’hypothese d’une cinétique de désexcitation non radiative plus rapide qui affecte le signal
obtenu. Au contraire, quand la température descend le mouvement des molécules est réduit
dans les sécrétions, ce qui a pour conséquence de réduire les possibles transferts d’énergie en
faveur d'une désexcitation. Ainsi, I'aire sous le spectre est plus importante marquant une
augmentation du signal de fluorescence mesuré. Cette réduction des mouvements des
molécules via la relaxation vibrationnelle au sein de l'empreinte peut s’expliquer par la
rigidification de cette derniere (voir DSC pour les transitions de phase, Figure 2.9) et la

diminution des états accessibles pour la molécule (Eg, = gka ; ou f représente le nombre de

degrés de liberté).

L’augmentation et la diminution de la fluorescence selon la température sont des effets qui
ont des conséquences importantes pour le contraste de 'empreinte (et donc pour l'analyse
des minuties de 'empreinte). En effet, les variations n’étant pas mesurables ni perceptibles
pour le Bodipy512 sur substrat (elles ne sont pas présentées au sein de ce manuscrit), le
rapport de contraste obtenu dépend essentiellement des valeurs mesurées dans ’empreinte.

Ainsi, en refroidissant il semble possible d’augmenter le contraste de 'empreinte révélée.
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Ce comportement particulier est aussi observable, Figure 3.20, pour une révélation a 1’éthanol
effectuée depuis une plus grande distance (un temps de vol plus long peut amener au sein du
spray plus de Bodipy512 agrégé avant la variation de température). La variation de I'intensité
de fluorescence a faible température est dans ce cas moins marquée et les valeurs restent a
peu pres constantes. En revanche, a haute température une diminution de ’aire totale penche

en faveur d’'un mécanisme de désexcitation comme discuté précédemment.
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Figure 3.20 - Variation de l'aire sous la courbe des spectres d'émission de fluorescence pendant le cycle de

température

Excitation a 480 nm. Pression : 2 bars. Distance : 31 ¢cm. Diameétre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Dans les deux cas, la chute d’intensité de fluorescence observée lors de la montée en
température est compatible avec I’hypothese d’une cinétique de désexcitation non-radiative

plus importante!®

. Au-dela de Deffet sur le signal obtenu en fluorescence, la température
pourrait induire un changement d’état qui n’est pas réversible, puisqu’il n’y a pas de retour
a la valeur initiale lorsque le cycle se termine. Afin de vérifier cette hypothese, plusieurs cycles
de températures sur ces échantillons seraient nécessaires.

Par conséquent, une empreinte révélée sur site, et qui est soumise a des changements de
température, pourra voir son contraste augmenter ou baisser selon les variations de
températures entre le moment de la révélation et la prise en photo. Bien que ces données
soient une simple étude préliminaire qui mérite un approfondissement pour atteindre & une
compréhension fine des phénomeénes mis en jeu, on peut d’ores et déja recommander aux

forces de l'ordre d’éviter de faire les analyses de fluorescence au-dessus de la température

ambiante apres la révélation.

Les analyses présentées ici concernent ’évolution du signal de fluorescence apres la révélation
d’empreinte, qui elle a été effectuée a température ambiante. Il est 1égitime de se poser la
question de l'influence de la température vis-a-vis du signal de fluorescence obtenue pendant
la révélation d’empreinte. Ce phénomene pourrait étre tres intéressant a étudier afin de

déterminer quel type d’environnement serait le plus propice a une bonne qualité d’empreinte
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révélée (contraste et visualisation macroscopique), mais nécessite un montage particulier que

nous n’avons pas eu le temps de développer.
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Chapitre 4 : Compréhension de la physico-
chimie impliquée dans le processus
de révélation via D'utilisation du

spray (aérosol)

La qualité de révélation d’une empreinte varie selon différents parametres procédés.
Le plus impactant est sans nul doute la distance entre la buse de 1'aérographe et 1'objet a
révéler. En effet, il a été observé que les bornes optimales se situent entre 15 et 25 cm de
distance entre le spray et le support. En dehors de ces bornes, la qualité de 'empreinte révélée
est affectée de deux facons : en-dessous de 15 cm I'empreinte est complétement lavée et donc

inutilisable pour une identification par comparaison de motifs papillaires, voir Figure 4.1.

En ce qui concerne la borne supérieure, au-dela de 25 cm, de multiples points fluorescents
visibles a D'ceil nu apparaissent sur I'empreinte ainsi qu’autour de cette derniere, et ce
phénomene perturbe fortement la visualisation de I'empreinte en vue d’une identification.
Cependant, pour ce second cas, il est possible de revenir a une qualité d’empreinte acceptable
pour une identification. En effet, il suffit de brumiser une autre fois de I’éthanol pur par-

dessus 'empreinte a une distance comprise entre 15 et 25 cm.

En variant les tailles de buses du spray (0,2 et 0,5 mm), les pressions du gaz vecteur (2 a 8
bars) et les appareillages d’atomisation, nous avons observé des différences notables de
qualités d’empreintes apres l'atomisation du liquide contenant le fluorophore. Ainsi, la
révélation d’empreintes est dépendante du procédé, de ses performances et de son mode de
fonctionnement. Et parmi toutes les observations effectuées, le parametre critique pouvant
étre a lorigine des variations dans les qualités d’empreintes révélées est la taille des gouttes
arrivant au contact de ’échantillon. En effet, cette distribution de taille évolue en cours de
vol en raison de plusieurs phénomenes comme la coalescence ou encore I’évaporation du
solvant (qui dépend du temps de vol, de la surface géométrique de chaque goutte, et de la

pression de vapeur relative du solvant a chaque endroit du cone).

La Figure 4.1 a d’ailleurs étayé 'orientation du parametre critique, car au-dessus de 25 cm
les points fluorescents sur 1’échantillon laisseraient penser a un effet provoqué par un
changement de distribution de tailles de gouttes. Plus précisément, comme le solvant utilisé
est volatil la taille de la goutte peut alors varier selon la distance, et un temps de vol plus
long des particules impliquerait que de ’évaporation pourrait avoir lieu et étre majoritaire.

Ce phénomene d’évaporation peut impacter la solubilité des molécules de Bodipy512 car celui-

102





103 4 . Compréhension de la physico-chimie du spray lors de la révélation

ci, endothermique, concentre le chromophore au sein d'un volume plus petit. Une des
conséquences directes pourrait étre 'impact de gouttes avec des concentrations de fluorophore
inhomogenes (grosses gouttes moins concentrées que les petites car ayant un rapport

surface/volume plus bas) pouvant aller jusqu’a des dépots de Bodipy512 agrégés.

Lavage de
1’ empreinte

Bon contraste
Bonne résolution
de 1’empreinte

‘ | ———:155 cm

Bon contraste
Bonne résolution

i —25 cm

de 1’empreinte

Spots
fluorescents

| - —31 cm

Aprés repassage a
1’éthancl

Figure 4.1 - Impact de la distance entre le spray et le support pour la révélation d'empreintes.

Pour 'aérographe : pression : 2 bars, diametre de buse : 0,2 mm. Lampe a 470 nm et filtre orange a 530 nm
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Retracer et représenter les évolutions de distribution de tailles de gouttes depuis la
distribution initiale jusqu’a la distribution au contact du substrat sont des taches complexes
et chronophages. En effet, ces dernieres sont a refaire pour chaque géométrie de systeme et
de buses d’atomisation. Dans ce travail, nous avons choisi de mesurer simplement les
distributions initiales en sortie d’atomisation, et au plus pres de la surface cible. L’objectif a
été de définir ou se trouvent les gammes de tailles de gouttes optimales pour la révélation
d’empreintes, et de comprendre quels mécanismes de de transfert de gouttes sur la surface

conduisent & un tel résultat.

Au-dela des aspects de distribution de tailles de gouttes, un autre parametre critique concerne
la vitesse de vol de chaque goutte. Cette vitesse est prise par rapport a la surface que I'on
cherche a impacter mais aussi pendant le vol par rapport au flux d’air environnant. La vitesse
aussi appelée mobilité, conditionne le mécanisme de transfert ou de rejet de la goutte pres de
la surface de l'objet a révéler. La vitesse des gouttes et leurs trajectoires plus ou moins
turbulentes conditionnent aussi le temps de vol, et donc la prédominance ou non de

I’évaporation du solvant pendant le trajet jusqu’a 'objet a révéler.

L’objectif de ce chapitre est de comprendre 'impact de ces parametres critiques que sont la
vitesse et la taille des gouttes sur la révélation. Et pour ce faire des analyses en collaboration
avec deux sociétés allemandes : la société SYMPATECH™ et la société LAVISION', ont
permis d’aller investiguer et d’apporter certains éléments de réponses. Les analyses menées
avec la société SYMPATECH se concentre sur la détermination des distributions de tailles
de gouttes, donc essentiellement de la granulométrie laser. Les mesures réalisées avec la société
LAVISION, elles, ont pour vocation d’imager et de donner acces a la vitesse des particules.

La premiere étape de cette réflexion est de déterminer quelles sont les tailles de gouttes

produites par le spray pour les différents parametres procédés.

4.1 Distribution de tailles de gouttes

Révéler une empreinte est possible en ajustant le procédé de plusieurs manieres : il est
possible de gérer la pression de l'air servant a atomiser la solution et le diametre de la buse
d’éjection de I'aérographe (voir appareillage Annexe 1). Les distributions de tailles de gouttes

suivantes ont été acquises pour un cone de spray libre dans I'air et sans obstacle devant lui.

4.1.1 Influence de la pression

Dans un premier temps, les analyses effectuées se sont concentrées sur la distribution
des tailles de gouttes a différentes distances de révélation (entre la buse d’éjection de

I'aérographe et la zone d’analyse) pour une pression donnée.
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Les pressions habituelles étant de 2 bars pour une utilisation de ’aérographe et de 7 a 8 bars
pour un dispositif sous la forme d’'une bombe pressurisée, la Figure 4.2 ci-dessous montre la

variation des distributions pour ces deux valeurs de pression.
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Figure 4.2 - Distribution a 2 bars (a), (b} et 8 bars (¢), (d) respectivement en nombre (o et en volume Qs (buse

0,2mm) — Société SYMPATECH

Les distributions en volume et en nombre nous donnent acces & des informations de plusieurs
natures. Tout d’abord, les distributions de tailles de gouttes (en nombre et en volume) en
fonction de la distance ne suivent pas toujours la méme tendance.

Les distributions en nombre mettent en exergue 1’évolution de la population en fonction de
la distance, et pour chacune des pressions représentées ici ’évolution en nombre est la méme.
En effet, deux populations sont présentes a courtes distances, c’est-a-dire en dessous de 15
cm. Lorsque la distance augmente (au-dela de 15 cm), la distribution de taille de goutte
s’homogénéise, se décale et se resserre sur les grosses gouttes. Ce comportement particulier
peut étre expliqué par plusieurs phénomenes intervenant dans le cone a différentes distances
de révélation que la Figure 4.3 illustre ci-dessous.™ %107

Parmi ces derniers, nous avons ’évaporation qui pourrait étre a l'origine de la disparition de

la population des petites gouttes apres 15 cm.
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Figure 4.3 — Hypotheése de évolution des tailles de gouttes (d*) et de la vitesse selon axe du céne (V) selon
la distance (a) et photographies & la sortie de la buse d'éjection du nuage de gouttelettes (b), (¢) pour une buse
de 0,2 mm. (Société LAVISION)

A courte distance, ¢’est-a-dire prés de la sortie de la buse d’éjection du liquide, se combinent
deux phénomenes : un phénomene de fragmentation du jet liquide et des grosses gouttes (c’est
I'atomisation primaire), avec un phénomeéne de coalescence des petites gouttes.®*1% Ce
dernier, survient tout au long du trajet des particules et reste assez difficile a décrire dans le
cas d’'un spray dense ayant des vitesses de particules élevées. Au global, la population de

petites gouttes disparait au profit de la formation de gouttes plus grosses.

La distance 15 cm semble étre une limite d’existence des plus petites gouttes (moins de 2
microns). Ne connaissant pas la pression de vapeur d’alcool dans le céne d’atomisation a
chacune des distances explorées, il est impossible de déterminer la part de I’évaporation et la

part de la coalescence dans I’évolution de la taille de goutte.™ ™!

De leur c6té, les distributions en volume montrent que ’essentiel du volume de solution est

présent sous forme de gouttes plus grosses, allant au-dela de la dizaine de microns. Leurs
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évolutions suivent des tendances différentes en fonction de la distance. A deux bars de
pression, le maximum de la distribution en volume augmente avec la distance de travail puis
décroit légerement, mais reste compris entre 6 et 8 microns. Le léger décalage du maximum
de la distribution en volume vers des diametres de gouttes plus bas, a partir de 25 cm tend a
montrer que le phénomeéne d’évaporation devient prépondérant sur la coalescence. A I'inverse,
lorsqu’on atteint 8 bars de pression, la distribution de taille de gouttes devient plus large
(jusqu’a 30 microns) et son maximum se décale jusqu’a 14 microns avant de se stabiliser au-

dela de 25 cm de distance.

Ainsi, 1’équilibre entre évaporation et coalescence semble atteint pour produire une
distribution relativement stable sur une certaine gamme de distance (apres 15 cm). A noter
ici que 'atomisation a 8 bars produit des particules beaucoup plus véloces, comme nous allons
le voir par la suite. Le temps nécessaire aux gouttes pour atteindre une distance est donc plus
court, ce qui affecte nécessairement 1’évaporation dont la cinétique dépend de la surface de

goutte exposée et du temps.

Moduler la pression d’atomisation semble donc un bon moyen de moduler 1’équilibre
évaporation/coalescence de notre procédé d’atomisation pour produire une distribution de
taille de goutte stable sur une gamme de distance donnée. Ce point est particulierement
important dans la mesure ou opérateur devra utiliser le spray a la main, et que de petites
variations de distances entre le spray et la surface existeront immanquablement.

Dans les deux configurations explorées, une distance de 15 cm ou plus semble favorable a des
révélations reproductibles. Les distances inférieures a 15 cm, elles, impliquent la présence de
nombreuses gouttes de tailles inférieures a 2 microns qui s’évaporent tres vite passé cette
distance. En dessous de 15 cm l'aire du cOne est vraisemblablement saturé en vapeur
d’éthanol.

4.1.2 Atomisation secondaire et coalescence

A fort courant gazeux, un phénoméne d’atomisation secondaire qui fragmente les
gouttes peut avoir lieu.% 1112 Afin de déterminer si nous sommes en présence de ce type de
comportement avec notre aérographe, le nombre de Weber qui décrit en partie ce phénomene
a été calculé pour différentes distances a une pression de 2 bars (communément utilisé pour
la révélation d’empreintes).'”® Ce calcul a pu étre effectué grace a des mesures en imagerie
(société LAVISION) présentées en Annexe 1. Ces dernieres ont été réalisées au centre du
cone du spray, et nous nous sommes positionnés au sein d’un référentiel Lagrangien afin de
pouvoir extraire les valeurs de vitesses de chacune des gouttes détectées. A ce titre, le détail
du dispositif expérimental et ses caractéristiques sont aussi disponibles en Annexe 1, le choix
d’une mesure au centre du céone du spray, lui, est détaillé au sein de I’Annexe 5. En effet,

afin de minimiser la contribution des phénomeénes pouvant se produire selon y, c’est-a-dire

107





108 4 . Compréhension de la physico-chimie du spray lors de la révélation

dans une deuxiéme dimension (perpendiculaire par rapport a I'axe du spray/parallele au

support), nous avons choisi de nous situer au centre du cone.

Le nombre de Weber a donc été calculé a chaque diametre de gouttes, Figure 4.4 pour des
distances de 10 cm (valeur pour laquelle 'empreinte est lessivée), de 15 cm, et de 25 cm
(valeur limite de lefficacité du procédé en terme de distance) pour la configuration de
I’aérographe étudiée dans cette partie. Pour ces analyses la configuration du montage
expérimental implique la présence d’un support (appelé aussi mur) aux distances de

révélation sondées, devant le cone du spray.
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Figure 4.4 -Représentation du nombre de Weber en fonction des diametres de gouttes présents dans le nuage de
gouttes au centre du c¢dne du spray (Société LAVISION).

Le mur est positionné aux différentes distances de travail, ¢’est-a-dire qu’il est présent a 10 ¢m, puis a 20 c¢m, puis
a 25 cm. Les analyses sont effectuées a quelques millimeétres de ce mur (surface), voir Annexe 1.

Pression de 2 bars et buse de 0,2 mm

Les valeurs tres faibles du nombre de Weber obtenues pour les trois distances considérées
indiquent l'absence de désintégrations secondaires. Ainsi, dés 10 cm le nuage de gouttelettes
a fini de se fragmenter. De ce fait, a ces distances le maintien de la population s’effectue
probablement par la compétition entre évaporation et coalescence. Ces données sont
compatibles avec les décalages de la distribution de taille de gouttes observées a ces
distances.'*

Au Dbilan, nous constatons que les distributions de tailles de gouttes produites par
I’aérographe, a différentes pressions, se trouvent dans des régimes ou les phénomenes de
coalescence sont probablement en compétition avec de I’évaporation a courte distance de
travail. Cette compétition pourrait aussi limiter I’élargissement de la distribution de taille des
gouttes vers des plus grands diameétres et devient le principal facteur de controle de 1’évolution

de la taille des gouttes.
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4.1.3 Influence du diameétre de la buse d’éjection du liquide

Si on s’intéresse a un autre aspect de la configuration du procédé, lorsque I'on change
de diametre de buse, cela permet de gagner en taille pour le diameétre des gouttes produites
par l'aérographe. En effet, les distributions obtenues Figure 4.5 pour une buse de 0,5 mm
sont décalées vers des valeurs doubles a celles obtenues avec une buse plus petite de 0,2 mm

présentées précédemment Figure 4.2 .
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Figure 4.5 - Distribution a 2 bars (a), (b) et 8 bars (¢}, (d) respectivement en nombre Q0 et en volume Q3 (buse
0,5mm) — Société SYMPATECH

Mais ce n’est pas le seul changement. Les évolutions globales de la distribution de tailles de
gouttes en fonction de la distance sont beaucoup plus linéaires. Ainsi, les maxima des
distributions en volume tendent a augmenter avec la distance, méme s’il y a une stagnation

pour une valeur de pression de 2 bars a partir de 25 c¢m.

L’évolution de la population des gouttes quant a elle suit la méme variation que
précédemment (paragraphe 4.1.1). Le changement de buse permet d’apprécier les valeurs
intermédiaires du décalage de la population de particules quand la distance augmente. Ainsi,
a partir de 15 cm, les deux populations s’harmonisent en faveur de la plus grande avec

disparition des tres petites gouttes.
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Dans le cas des deux buses utilisées, la variation des distributions est similaire et reste
cohérente avec les hypotheses sur des phénomenes de coalescence et d’évaporation pouvant

avoir lieu lors du trajet des gouttes.

A cela s’ajoute une autre remarque sur les populations de gouttes. La représentation en
nombre donne plus de poids et de visibilité aux petites gouttes et nous indique que méme si
la distribution en volume va de 0 a 20 pm, la majorité des gouttes ont une taille autour de
3-4 pm. Ainsi, 'aérographe produit des gouttes de différentes tailles mais surtout des gouttes

de petits diameétres.

Une autre maniere de représenter les phénomenes observés est de tracer le volume moyen des
particules en fonction de la distance. Le volume moyen des gouttes est défini ici comme une

sphere qui a le méme rapport volume/surface (voir Annexe n°l).
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Figure 4.6 - Variation du diametre moyen en volume des gouttes en fonction de la distance de révélation pour les
différents diamétres de buses et pressions utilisés. (Société SYMPATECH)

Les écarts de mesures sont de + 0,02 pm pour les valeurs de diamétre moyen en volume des gouttes.

Pour les deux tailles de buses, le volume moyen met en exergue une tendance a former des
particules de plus en plus grosses avec la distance, particulierement pour une pression
d’atomisation de 8 bars.

Cependant, lorsque l'on utilise 'aérographe a 2 bars, le volume moyen tend a stagner pour
une buse de 0,5 mm et diminue légerement pour une buse de 0,2 mm au-dela de 25 cm. Cette
observation confirme les données analysées précédemment via les distributions de la Figure
4.6. Cependant, cette représentation a I'avantage de montrer plus précisément qu’il existe
une compétition entre coalescence et évaporation qui maintient le diameétre moyen des gouttes

sur une distance comprise entre 15 et 25 cm.
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Par ailleurs, ces analyses sont a mettre en miroir avec des observations plus pratiques du
procédé. En effet, I'utilisation d’une pression plus importante et d’une buse d'un diametre
plus large conduisent a 1’éjection d’une quantité plus importante de solution. Ceci a des effets
non négligeables sur la maniabilité du procédé car le risque de « lessivage » de 'empreinte
est plus grand. Expérimentalement, il a été défini comme parameétres optimaux d’utiliser une
pression de deux bars pour une buse de 0,2 ou de 0,5 millimetres. Cela implique aux vues des

analyses réalisées, une gamme de tailles de gouttes en volume centrée entre 7 et 12 pm.

4.2 Vitesses de gouttes au sein du spray

Les évolutions de tailles de gouttes définies précédemment apportent une premiere
pierre dans la compréhension de l'impact des parametres critiques sur la révélation.
Cependant, a elles seules, ces dernieres ne suffisent pas a étre garantes d’'une bonne qualité
de révélation. En effet, il ne faut pas avoir des gouttes trop grosses afin de ne pas trop affecter
la résolution des crétes de 'empreinte, mais produire des gouttes trop petites ne marche pas
non plus, car des gouttes trop petites apreés un certain temps de vol peuvent amener &

I'apparition de points fluorescents sur ’échantillon.™

Afin de visualiser ce qu’il se passe au sein du flux de particules, des expériences d’imageries
a haute vitesse ont été menées via le support de la société LAVISION. Brievement, 1'analyse
collecte plusieurs photos successives a haute vitesse dans une zone de I'espace. Chaque goutte
est identifiée et la distance parcourue par la goutte pendant le temps séparant deux clichés
donne sa vélocité (le détail est disponible en Annexe 1). Ces analyses générant une grande
quantité de données, nous nous sommes concentrés sur une configuration de 1’aérographe a 2

bars avec une buse de 0,2 millimetres.

L’objectif de ces expériences est non seulement de visualiser le flux de particules au sein du
cOne du spray mais aussi aux abords d’une surface constituant un obstacle a 1’écoulement du
flux de gouttes, aux distances considérées. Nous avons tenté de répondre a une question :
parmi les gouttes qui arrivent a proximité de la surface, quelles sont celles qui contribuent a
la révélation et comment 7 L’analyse de la vélocité des gouttes est cruciale pour répondre a
ces interrogations, c¢’est pourquoi nous avons dédié une étude scientifique a la mesure de ces
vitesses.

Pour ce faire, les analyses d’imageries (menées avec la société LAVISION) se sont déroulées

selon le schéma suivant :
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Figure 4.7 - Distances investiguées en imagerie du spray avec un mur positionné au niveau de ces dernieres
(société LAVISION). Les croix matérialisent les distances séparant Uanalyse de 'axe central du céne du spray. Le

mur est présent ou non aux distances définies

Pour ces séries d’expériences plusieurs distances ont été choisies entre la buse et la zone
d’analyse en présence d’'un mur ou non aux distances définies en bas de la Figure 4.7,
c’est-a-dire 10, 15, 20, 25 cm. Les mesures de vitesses de gouttes a ces distances, ont été
effectuées a différents endroits du cone (marquée par les croix, qui donnent la distance entre
le point de mesure et le centre du cdéne). Dans la suite du chapitre, nous nous intéresserons
aux mesures faites au centre du cone (la justification de ce choix est présenté Annexe 5). Les
analyses effectuées en dehors du centre du céne ne sont pas présentées au cceur de ce

manuscrit mais sont toutefois disponibles en Annexe 5.

4.2.1 Quantité de matiere et vélocité moyenne

Les premieres données relatives a ces expériences ont permis de mesurer I’évolution du nombre
de particules mesuré en fonction de la distance, au sein d'une unité de volume d’espace.
Notons que nous nous sommes intéressés ici aux particules présentes sur I’axe central du cone
du spray. La décroissance du nombre de particules en fonction de la distance de travail est

représentée sur la Figure 4.8 ci-apres.
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Figure 4.8 - Evolution du nombre de particules en fonction de la distance de révélation.

La décroissance rapide du nombre de particules est en premiere approximation due a
I’élargissement du cone du spray, donc a la dilution naturelle des particules dans 'espace
considéré. Cette diminution rapide du nombre de particules permet de comprendre pourquoi
I'intensité de fluorescence d’une révélation chute rapidement avec la distance. En effet, la
masse déposée par unité de surface de support diminue aussi avec la distance et un nombre
de passages (du spray sur I’échantillon) plus important sera nécessaire pour obtenir une
révélation de qualité suffisante.

On note ici que la présence d’une surface a la distance de mesure (analyse faite & 1 mm en
amont du plan du support) accroit peu a peu le nombre de gouttes détectées a faible distance.

Cet effet est probablement di aux turbulences engendrées par la présence du support.

Par ailleurs, cette analyse permettant aussi d’avoir acces au diametre de chaque particule du
flux de gouttes a la distance considérée, il a été possible d’extraire la masse de Bodipy512
théoriquement déposée sur I’échantillon si toutes les gouttes a cette distance impactent le

support et ne subissent pas d’évaporation, voir ci-apres a la Figure 4.9.
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Figure 4.9 - Masse théorique de Bodipy déposée en fonction de la distance de révélation pour une surface de
mesure de 12 mm?2. Cette masse théorique a été calculée a partir des diametres de gouttes présents aux différentes

distances

Bien que théorique, cette masse de Bodipy512 déposée permet d’expliquer la diminution de
fluorescence observée en fonction de la distance brumisation. Pour la partie opérationnelle,
cette donnée nous sert a déterminer la quantité maximale de fluorophore présent a la surface
de 'empreinte. Cette donnée est cruciale pour la calibration des analyses ADN (par les forces
de T'ordre) du matériel génétique présent dans 'empreinte, car elle permet d’aiguiller quelle
est la quantité maximale de Bodipy512 qui peut se retrouver sur ’empreinte. Tout cela a
pour but d’obtenir un résultat fiable lors de Iextraction, amplification et quantification du
matériel génétique. Ce point sera discuté plus en détail au sein du Chapitre 6 : Application

et visée opérationnelle.

La suite des analyses nous a permis de mesurer la vélocité moyenne des gouttes avec et sans

le mur a plusieurs distances de travail au centre du céne de spray, voir Figure 4.10.
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igure 4.10 - Vélocité moyvenne des particules au sein de 1'aérosol en fonction de la distance
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La décroissance de la vitesse des gouttes est assez importante avec 'augmentation de la
distance de travail (de révélation). Ainsi, il est possible d’arriver a des valeurs presque nulles

a plus de 31 cm.

Mais le point le plus remarquable de ces données est que la présence d’une surface (d'un mur)
fait chuter de maniere importante la vélocité des gouttes par rapport a des gouttes « libres
de circuler » sans le support. Dans un cas réel avec un support devant le spray, les petites
vélocités sont atteintes rapidement et peuvent avoir un impact sur la révélation. Cela a pour

conséquence une réduction de la gamme de distances optimales pour efficacité du procédé.

4.2.2 Distance de révélation et nuage de gouttes

Les données globales acquises précédemment permettent d’orienter la compréhension
vers un effet marqué de la vélocité et de I'impact du support pour la révélation qui se dessine

assez nettement sur les captures de vidéos de la Figure 4.11.
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Figure 4.11 - Evolution du nuage de gouttes aux abords du mur (support) pour 10 ¢m (a), 15 cm (b) et 25 cm

(¢). Les fleches oranges représentent le mouvement des particules dans le flux d'air (Société LAVISION)

Ces différentes captures d’écran permettent non seulement de suivre le flux des particules
mais aussi de voir la diminution du nombre de gouttes lorsque 1'on augmente la distance
entre la buse et le support (le nuage de gouttes est beaucoup moins dense). Prés du support

on remarque un flux d’air turbulent (symbolisé par des fleches oranges sur la Figure 4.11)
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qui entraine des particules vers 'extérieur, surtout les plus petites. Cela a pour conséquence
pour celles entrainées dans le flux turbulent, de ne pas impacter la surface. Ainsi, parmi les
particules réussissant a arriver pres du support, une partie non négligeable n’impactera pas
le support diminuant par ce biais la masse de Bodipy512 déposée et la luminosité de
I’empreinte résultante. La résistance de l'air sur le support implique donc que certaines
particules ne pourront pas impacter soit parce qu’elles sont trop petites et/ou parce que leur

vélocité n’est pas suffisante pour contrer ce phénomene.

La comparaison détaillée des vélocités en fonction de la distance avec et sans mur est

disponible en Annexe 5.

Afin d’étre le plus représentatif possible des phénomenes locaux pouvant survenir pres de la
surface, une analyse plus fine aux abords de cette derniére a été réalisée (pour une fenétre
d’analyse de 6,6 x 5,3 mm?).

La méthode d’analyse utilise une LED flashée qui offre ’avantage de pouvoir obtenir un suivi
individuel des particules, et qui donne acces a la fois a la valeur de la vitesse de la particule

T Te tracé de la Figure 4.13 a été fait pour trois

mais aussi a celle de son diametre.
distances représentatives de deux régimes (10 cm ou il y a lessivage de 'empreinte, et 15 cm
ou il est possible de révéler 'empreinte) et a la limite du troisieme (25 cm qui est la limite

supérieure pour laquelle il est possible d’avoir une bonne qualité de révélation).

a) 10 cm
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116





117 4 . Compréhension de la physico-chimie du spray lors de la révélation

b) 15 cm

Vélocité (m/s)

I 1 1 T I I 1

0 1 2 3 4 5 6

Position (mm)

Vélocité (m/s)

Position (mm)

Figure 4.12 - Variation de la vélocité des particules aux abords du mur (support) a 10 em (a), 15 cm (b) et 25
cm (c), pour des gouttes de différents diameétres : inférieur & 5 um (vert), entre 5 et 11 um (rouge), supérieur a 11
nm (bleu). La vélocité est mesurée est celle qui est paralléle a axe de la distance de travail, ¢’est-a-dire que

le vecteur vélocité est perpendiculaire au support et se dirige vers ce dernier. (Société LAVISION)

Tout d’abord, nous observons que les gammes de vélocités varient respectivement d’un
maximum de 30 m.s* a 10 m.s? lorsque 'on augmente la distance entre la buse et le support
de 10 a 25 cm. Puis, de maniere générale lorsque 1'on s’approche du mur, la vélocité diminue
voire devient négative. Ces valeurs négatives signifient que les gouttes reviennent en arriere
en suivant le flux turbulent et n’impactent pas la surface. Ainsi, plus le support est éloigné
de la buse d’atomisation, plus les gouttes auront tendance a partir dans le flux turbulent aux

abords de la surface considérée et a ne pas étre transférées sur la surface.

Mais en moyenne quelle population de particules (diameétre et vélocité) est susceptible de ne

pas impacter ? Afin d’apporter des éléments de réponse, une décomposition plus fine de la
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vélocité selon I'axe du spray en fonction du diametre des particules est représentée Figure

4.13 ci-dessous. ¥ 12
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C) 25 cm

14
12

Vp,x (m/s)
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T
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Figure 4.13 - Répartition des vélocités des particules en fonction de leur diametre & 10 cm (a), 15 cm (b) et 25
cm (c¢) en présence d’un mur (Société LAVISION)

D’apres la Figure 4.13, nous observons que le spray produit une grande majorité de gouttes
de petits diametres, et que ce sont ces dernieres qui adoptent en proportion le plus de valeurs
négatives de vélocité dans la direction perpendiculaire au substrat. Ainsi, plus les gouttes
sont petites et plus elles auront tendance a revenir en arriere et a ne pas impacter la surface.
Les gouttes plus grosses, elles, sont moins nombreuses mais auront en moyenne plus de chance

d’impacter la surface et de contribuer au processus de révélation d’empreinte.

Au bilan, au cceur du spray, on observe que la proportion de gouttes qui n’'impactent pas la
surface est faible et ne dépend pas seulement de la taille des gouttes, mais d’'un compromis
entre taille et vélocité.

Aucune valeur négative de vélocité pour les gouttes de tailles supérieures ou égales & 8 microns
n’a été observée. Cependant, nous constatons I'apparition d’'une population de gouttes de
vélocité nulle ou quasi nulle dans la direction perpendiculaire au support, et qui s’étend
jusqu’a 13-14 microns. Cette distribution est plus large que celle des gouttes de vélocité
négative, ce qui laisse penser qu’il existe un régime de circulation pour lequel certaines gouttes
glissent littéralement a la surface du support. Vraisemblablement, ces gouttes pourraient
glisser sur une couche d’air sous pression, puis finir soit par impacter la surface, soit par étre
éjectées hors de la fenétre de mesure.

Enfin, si 'on cherche a tracer les limites permettant le dépdt des gouttes présentes au centre
du cone de spray sur un support lisse et dense, nous pouvons considérer que les gouttes de
diametres supérieurs a 14 microns se retrouveront captées par le support via un mécanisme
ou un autre. Une goutte inférieure a 8 microns, elle, aura une probabilité d’étre éjectée par

les flux d’air turbulents d’autant plus élevée plus qu’elle sera petite.
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4.2.3 Trajectoire des particules dans le flux d’air

Toutefois, la vélocité en x (selon la direction du spray) ne rend pas totalement compte
des effets du flux turbulent sur les particules. En effet, les gouttes ne se répartissant pas de
maniére homogene dans le gaz vecteur, leur comportement et leur trajectoire restent
fortement dépendants de leur taille.!**!?

L’approche est ici Lagrangienne, c’est-a-dire que 'analyse suit dans le temps les particules
dans le flux d’air, le long de leurs trajectoires. Il est possible de dépeindre un écoulement en
utilisant la loi de Stokes, qui décrit la dépendance de la force de frottement d’un corps dans
un fluide vecteur. Cependant, cette loi applicable dans le cadre d’un écoulement laminaire ne
peut pas étre utilisée telle quelle pour notre systéme ot ’écoulement tend a étre turbulent.

En effet, dans le cas d’'un spray les particules peuvent avoir une force de trainée non-
stokésienne due a un écoulement hétérogene avec turbulence, cavitation etc. Pour contourner
ce probleme, on utilise le nombre de Stokes, un nombre adimensionnel, qui nous permet
d’évaluer la déviation (la différence) de trajectoire d'une particule liquide par rapport au gaz

6669123 T,e nombre de Stokes peut étre vu comme le ratio du temps de réponse de

vecteur.
Iinertie de la particule inversement proportionnel a I’échelle du fluide vecteur. Le nombre de
Stokes peut aussi étre vu comme un indicateur de la capacité d’une particule a s’extraire d’un
fluide qui change de trajectoire, ou encore dans notre cas, il peut donner une indication si
une particule en suspension dans un fluide va parvenir a contourner un obstacle. Il présente
I'intérét de combiner a la fois la vélocité et la taille des objets que I'on observe et permet de

comparer les gouttes entre elles.

La trajectoire des gouttes est en partie régie par le nombre de Stokes, calculé de la maniere
suivante :

pngUO

Nombre de Stokes = 18D,

Equation 4.1 - Nombre de Stokes (avec pp masse volumique du liquide composant la particule (éthanol), D;? la

diametre de la particule en suspension dans le fluide, Uo la vitesse du gaz vecteur, u la viscosité dynamique du

fluide , Do I’épaisseur de la phase de fluide analysée)®

Ce nombre n’est en toute rigueur calculable et comparable que si 'on connait la vitesse du
fluide qui entoure les particules (ou les gouttes) en suspension. Dans notre cas, nous ne
connaissons pas cette vitesse et nous avons donc fait 'approximation qu’elle est égale a la
vitesse des gouttes mesurées. Cette approximation étant plus pertinente lorsque I’écoulement
de gaz varie de facon continue, une évaluation de la distribution du nombre de Stokes a été
entreprise pour les populations de gouttes mesurées au centre du cone du spray. En effet,
nous avons fait ’hypothese que la vélocité des gouttes possede une composante nulle selon
'axe vertical du spray (paralléle au support et donc perpendiculairement a ’axe de projection

du spray) dans cette zone. Pour ce calcul, il aurait été préférable d’implémenter avec les
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valeurs de ’épaisseur des couches d’air qui change la direction des gouttes aux abords de la

surface mais cette donnée est impossible a obtenir avec les données a notre disposition.

Les distributions de nombres de Stokes résultantes présentent une certaine disparité (voir

Figure 4.14).
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Figure 4.14 - Nombre de Stokes calculé pour des particules situées au centre du céne du spray a 10 cm (a), 15em

(b) et 25 cm (c)

Généralement, si le nombre de Stokes est petit, (communément en dessous de 1 lorsque 'on
peut évaluer précisément la longueur caractéristique de la lame d’air qu’il faut franchir pour
impacter la surface) cela sous-entend que le mouvement de la particule est intimement lié a
celui du fluide vecteur. En d’autres termes, cela signifie que la dispersion spatiale de la
particule est la méme que la dispersion du gaz vecteur dans l’air. Dans notre cas, nous ne
connaissons pas la limite du nombre de Stokes au-dela de laquelle les gouttes impactent la
surface, mais les tendances sont assez lisibles. Ainsi, les petites gouttes produites par

I’aérographe présentent des nombres de Stokes tres bas et tres proches. Elles se comportent
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donc de maniere globalement similaire a 1'approche d’une surface. Les observations de la
figure Figure 4.13 démontrent clairement la présence de gouttes suivant les flux d’air (gouttes
de taille réduites et de mobilité nulle et négative, au centre du cone de spray). Dans notre
cas précis, cela signifie que nous n’arriverons jamais a impacter toutes les petites gouttes sur
le support avec les vélocités produites par notre appareillage de spray. Cette observation sera
d’autant plus vraie que le support est éloigné de la buse d’éjection car la valeur du nombre

de Stokes baisse considérablement lorsque la distance buse-support augmente.

A linverse, la distribution des valeurs du nombre de Stokes des gouttes plus grosses est
nettement plus élevée, et assez dispersée (pouvant aller du simple au décuple dans la gamme
de diametres reportée ici). Cependant, la dispersion se resserre avec la chute de vélocité
moyenne (donc avec la distance de labuse vis-a-vis du support qui augmente). Bien qu’aucune
particule de taille supérieure a 14 microns n’ait été observée comme ayant une vélocité
négative, cette distribution des valeurs du nombre de Stokes suggere que des gouttes de tailles
intermédiaires (entre 10 et 15 microns pour nos données) présenteront un éventail de
comportements différents aux abords d’une surface.

Certaines gouttes éviteront la surface, d’autres impacteront la surface, en fonction des
conditions hydrodynamiques locales : turbulence par exemple. En effet, au centre du céne du
spray le flux d’air est perpendiculaire au support en moyenne, mais aux bords du céne du
spray le flux d’air n’est en moyenne pas perpendiculaire au support. Ce point a été confirmé
par des représentations dédiées dans lesquelles est exprimée la vélocité selon les directions
perpendiculaires et paralleles au support pour différents points situés sur les bords du cone,
et ce pour différentes distances entre la buse et le support (Annexe 5). Dans tous les cas, une
proportion plus grande de particules se retrouvera en suspension lorsque la distance entre la
buse et le support augmentera (nombre de Stokes moyen plus bas). Avec nos données, qui
sont parcellaires, il est difficile de se projeter sur la proportion exacte de matiére qui restera

en suspension dans l’air.

4.2.4 Trajectoire des gouttes dans ’espace a deux dimensions

Les particules au sein du spray ne se déplacent pas que selon une direction. En effet,
les gouttes, soumises a différentes contraintes extérieures, peuvent se déplacer non seulement
sur 'axe x (l'axe du spray) mais aussi selon y ('axe perpendiculaire au spray). Les
déplacements selon y sont aussi un marqueur du suivi de la trajectoire de la goutte et de son
comportement dans le fluide vecteur.

Nous avons donc tracé la vélocité selon 'axe y en fonction de la vélocité selon I'axe x, présenté

sur la Figure 4.15 ci-dessous.
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c)
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Figure 4.15 - Distribution des vitesses radiales et longitudinales des gouttes en fonction de leur taille & 10 cm (a),
a 15cm (b) et 25 em ()

L’axe y est 'axe vertical, donc un mouvement de haut en bas ou de bas en haut pour la
particule et I'axe x est ’axe du spray horizontal.

Comme précédemment, on remarque que les petites particules auront tendance a avoir une
grande disparité de valeur pour la vitesse selon x mais aussi en y. Les grosses particules, elles,
ont des vélocités positives selon x et bougent peu selon y, ce qui leur confere 'avantage de

pouvoir impacter avec plus de probabilité la surface.

Ce comportement marqué des petites gouttes, quant a lui, diminue et s"homogénéise avec la
distance. Ainsi, & 25 cm, on a un regroupement des valeurs de vélocité pour les différents
diametres vers de petites vélocités en x et y, bien que les petites aient toujours tendance a
adopter des valeurs négatives. Les particules sont plus a méme d’étre sensibles au flux d’air
turbulent lorsque 'on augmente la distance. En effet, la densité de particules dans le cone
subit une décroissance rapide avec la distance, ce qui donne aux fluctuations du gaz vecteur

un plus fort impact sur le trajet des particules au sein de celui-ci.

4.3 Analyse et bilan des comportements de gouttes produites a I’aide

de I'aérographe

L’analyse et la combinaison de données issues de ces différentes représentations, et les

différentes qualités de révélations d’empreintes correspondantes amenent au constat suivant :

Premieérement a une distance entre la buse et la surface inférieure a 15 c¢m, nous observons
en cours de pulvérisation la formation d’un film liquide fin transitoire sur I’échantillon (visible

sous lumiére UV car fortement fluorescent), qui s’évapore en une dizaine de seconde. Le
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résultat produit est une « pixélisation » des crétes de I'empreinte et une perte sévere des
minuties (par lessivage) qui empéche I'analyse dactyloscopique. Cet effet est produit par le
dépot d’une quantité de solution par unité de temps et par unité de surface de support qui
est supérieure a la quantité de solution qui peut s’évaporer dans le méme laps de temps. Cet
effet est le résultat a la fois d’'un dépot tres efficace de la majorité des gouttes du spray,
(vraisemblablement par impact direct étant donnée leur forte vélocité a ces distances), et
d’une tres grande densité de gouttes par cm® (le cone du spray est trés court). A ce stade, il
est difficile de savoir si l'effet seul de la vélocité de goutte est capable de lessiver une créte
d’empreinte. Il est probable qu’une goutte assez grosse, capable de s’étaler sur toute la largeur
d’une créte, et arrivant avec une vélocité suffisante puisse endommager une minutie. Quelques
essais de dépots de gouttes simples directement sur une surface suggerent qu’une goutte de
diametre supérieur & 50 microns puisse provoquer un tel effet. Une étude dédiée d’impact de
goutte tombante pourrait probablement répondre a ce point précis et permettre de fixer une
limite haute au couple taille de goutte/vélocité qu'’il ne faut pas dépasser pour réaliser une

révélation de bonne qualité.

A distance intermédiaire, de 15 & 25 cm de distance, les mécanismes de transfert de gouttes
sur le support sont probablement une combinaison d’impact direct, de turbulence (et
probablement de centrifugation, voir paragraphe 1.5.4), que nous avons pu appréhender en
premiére approximation par l'estimation de la répartition des nombres de Stokes d’une
population de gouttes. Nous avons noté la présence d’une population de gouttes se déplacant
parallelement a la surface, ce qui laisse supposer qu’une partie du dépdt de solution peut se

faire par turbulence de surface avec des petites gouttes de solution.

En revanche, il ne nous a pas été possible de quantifier la part de chacun des mécanismes &
I’ceuvre ici. On note que les flux d’air turbulents sont intrinséques au procédé que nous avons
étudié et qu’ils provoquent une distribution des vitesses de gouttes impliquant qu’une certaine
proportion de la solution atomisée se retrouvera en suspension dans l'air de la piece. Ces
dernieres deviennent inutiles pour la révélation d’empreinte mais sont respirables par toute
personne présente proche du systeme de révélation. Ces différents aspects nous obligent donc
a trouver un compromis sur les parametres d’atomisation lorsqu’il s’agira de transposer, et
de réaliser le procédé industrialisable portable que nous visons dans le projet et ce travail de

these.

Enfin, pour une gamme de distance entre la buse et le support supérieur a 25 c¢m, nous
observons une qualité de révélation insuffisante et peu contrastée qui est due a la trop faible
quantité de matiere déposée par unité de surface. En effet, la densité de gouttes déposée en
surface est trop faible en raison d’un céne de pulvérisation large et d'une vélocité de gouttes
faible qui ne favorise pas I'impact direct des gouttes sur le support. Ces distances de révélation
provoquent donc a priori une perte de solution plus importante que les autres distances

étudiées. En parallele, ces distances de révélation produisent des taches fluorescentes tres
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génantes pour 'analyse dactyloscopique. Nous présumons que le temps de vol des gouttes
plus long dans ces conditions favorise le phénomene d’évaporation des gouttes et possiblement
le dépdt d’agrégats volumineux de fluorophore sec quenché.

Ainsi, l'aérographe est un procédé plus complexe qu’il n’y parait initialement. Une
représentation schématique ci-dessous dans la Figure 4.16, prend en compte l'approche
expérimentale afin de condenser les conditions de rejet ou de transfert de la goutte pres de la

surface.
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Figure 4.16 — Représentation schématique du transfert ou du rejet de la goutte pres de la surface pour des
distances de travail optimales et 15 cm (a) et de 25 cm (b)

Globalement, si on a des vitesses négatives quel que soit la taille des gouttes celle-ci
n’impacteront pas. Le seul facteur limitant se trouve pour les petites gouttes de faibles vitesses
susceptibles de partir durant le temps de vol, ou d’étre rejetés pres de la surface. Il faut aussi
faire attention aux grosses gouttes possédant une forte vélocité qui seront plus difficile a gérer

pour 'opérateur en terme de qualité de révélation de 'empreinte.

Vis-a-vis du procédé, 'approche expérimentale nécessite de borner les parametres de
fonctionnement pour ce type de spray. De ce fait, a ce stade pour effectuer une bonne
révélation les vitesses des particules doivent étre raisonnables, entre 15 et 3 m.s!, afin d’avoir
le plus de probabilité d’impacter la surface sans pour autant détruire 'empreinte. Les
diametres de gouttes observés parviennent & produire des révélations d’empreintes de qualité
a ces vélocités. Idéalement, on pourrait souhaiter resserrer leur distribution afin d’avoir moins
de pertes de produit dues aux petites gouttes et un mécanisme de transfert sur le support
plus facile a maitriser. Des gouttes plus grosses sont aussi présentes et peuvent étre

problématiques pour la qualité de révélation si elles se trouvent en trop grande quantité.

Au bilan, ces mesures montrent qu'une personne utilisant le spray sur une scéne de crime
devra étre protégée contre les produits de révélation, si le lieu d’usage est mal ventilé, car il
nous est impossible de promouvoir 'impact de 100% des gouttes générées aux distances de
travail considérées. Aucune donnée spécifique n’étant disponible sur le sujet, il semble prudent
de recommander 'usage de masques FFP2 en utilisation intérieure de ce type de procédé de

révélation, et de mener une étude dédiée a la toxicité du Bodypi512 par voie aérosol.
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En parallele de ces analyses effectuées pour une révélation utilisant de 1’éthanol, le
comportement d’autres solvants alcooliques a aussi été répertorié pour ce qui est des
distributions de gouttes (analyses granulométriques SYMPATECH). Les données relatives

a ces derniers sont disponibles au sein de I’Annexe 5.

4.4 La nébulisation : une alternative aux aérosols classiques

Dans le cadre d'un développement du procédé portable de révélation, les parties
précédentes mettent en exergue un effet marqué de la taille mais aussi la présence d’une
distribution de vélocité des gouttes. Cette derniere implique d’ailleurs une maitrise compléte
difficile du procédé de dépdt de solution, car plusieurs mécanismes de transfert de gouttes sur
le support sont a I'ceuvre. Mais est-il possible de contourner ce parametre critique de la

vélocité ?

Deux pistes de réflexions ont été réfléchies et implémentées : (i) travailler avec une
distribution de tailles de gouttes plus étroite et, (ii) obtenir une distribution de vélocité de
gouttes homogene ne provoquant pas (ou peu) de turbulences. Pour ce faire, nous avons
utilisé un autre type de procédé de révélation, Figure 4.17, par des gouttelettes d’éthanol et

Bodipy : la nébulisation par membrane vibrante'.

Générateur
d’aérosol

Variation de
1’angle du support

A par rapport a la
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Boitier
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=
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Figure 4.17 - Montage pour une révélation par nébulisation

Ce systeéme, commercialisé par la société TEKCELEO', est un nébuliseur qui posseéde au
sein du générateur d’aérosol, une membrane micro-perforée vibrant a une fréquence
ultrasonique. Ce systéme a d’abord été développé et commercialisé pour le domaine médical'®.
Il est maintenant utilisé pour répondre a différents besoins dans les domaines de
I’humidification atmosphérique, des soins vétérinaires, de la désinfection de surfaces ou encore
pour la diffusion d’ardémes ou pour réaliser des dépots liquides etc.

A Dinverse d’un procédé de spray bi-fluidique présenté en premiére partie de these, les gouttes

produites par le nébuliseur forment un nuage de gouttes qui est « extrudé » au niveau de la
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membrane. Les gouttes produites ont des distributions de tailles étroites centrées (soit autour
de 4 soit autour de 12 pm selon la membrane utilisée) et ne posseédent presque pas de vélocité
a leur sortie de la buse. En effet, seules la gravité et la pulsation de la membrane donnent
une vélocité a ces particules qui sont alors capables d’évoluer sous forme de flux peu ou pas
turbulent.

Il en résulte que les mécanismes de transfert de gouttes léchant doucement une surface seront

a priori plus lents, et principalement régis par la diffusion brownienne et la sédimentation.™

Les tests de révélation effectués montrent que cette approche produit des images de qualité.
En effet, les empreintes ne sont pas abimées et la résolution des crétes est d’excellente qualité.
Ces résultats sont compréhensibles car cette méthode supprime les impacts directs a forte
vélocité comme dans le cas de 'aérographe. Toutefois, il est possible de dégrader 'empreinte
de maniere indirecte si le temps d’exposition a la brume est trop important, car les gouttes
auront tendance a s’accumuler et mouiller totalement la surface entrainant une dissolution
dans une couche fine d’éthanol des composantes de ’empreinte.

Afin d’apprécier la qualité des empreintes révélées, des images sont présentées dans la Figure

4.18 ci-apres.

1 jour 15 jours
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1 jour 15 jours

Figure 4.18 - Empreintes révélées via la nébulisation pour deux diameétres de gouttes : sur une canette (a), du

verre (b) et du plexiglas (c). Le nombre de jours correspond au vieillissement de 'empreinte avant révélation.

De maniere générale, lorsque les empreintes sont « fraiches », c’est-a-dire déposées depuis
moins de 24 heures, les révélations sont de bonne qualité avec des empreintes tres
fluorescentes, un bon contraste et une bonne résolution des crétes. Cependant, le
vieillissement intrinseque de 'empreinte influence de facon assez drastique la qualité des
empreintes révélées. En effet, lorsque les empreintes vieillissent, elles peuvent changer de
composition et ont tendance a former un matériau plus sec et plus dur. L’absence de vélocité
des gouttes a I'impact pourrait avoir pour conséquence pour le fluorophore de ne pas pouvoir

se diffuser de maniére optimale dans 'empreinte.

Ce procédé de dépdt par brouillard lent de gouttes semble nous permettre de nous affranchir
des difficultés liées a la distribution de vélocité de gouttes. Il présente cependant une tres
forte sensibilité aux courants d’air ambiants ainsi qu’une perte de solution importante, car
une bonne partie de la brume passe sur le support sans I'impacter. Ce procédé n’est donc pas
du tout adapté a un usage opérationnel en extérieur et doit étre réservé a un usage en
environnement controlé (en laboratoire par exemple). A ce stade de D’étude, il n’est pas stir
qu’il soit concurrentiel de développer un procédé de révélation en laboratoire par ce procédé

de nébulisation car il existe d’autres méthodes de révélation bien maitrisées.
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Chapitre 5 : Etude de ’influence du solvant sur
la révélation d’empreintes et

optimisation du procédé

La qualité d’une empreinte révélée est en corrélation directe avec certains parametres
procédés. L’investigation de certains d’entre eux dans ce chapitre, a pour objectif de
contourner les limites de distances de révélation imposées par 'utilisation de I’éthanol. La
recherche du meilleur compromis pour la révélation et 1'optimisation du procédé sont deux

enjeux majeurs dans le cadre d’une application a visée opérationnelle.

5.1 Solvants alcooliques et émission de fluorescence

L’utilisation d’un solvant volatil comme 1’éthanol présente des avantages et des
inconvénients. Sa volatilité permet un séchage rapide de 'empreinte et par ce biais de localiser
rapidement, via I’émission de fluorescence, cette derniere. Cependant, cette volatilité implique
aussi une gamme réduite de distances de révélation, entre le support et ’aérosol, comprise
entre 15 et 25 cm. Afin de contourner les limites imposées par cette configuration et de
proposer a 'opérateur plus de flexibilité dans le processus de révélation, nous nous sommes

tournés vers 'utilisation d’un autre solvant.

Ainsi, les propriétés du Bodipy512 ont été étudiées pour différents solvants alcooliques. Cette
comparaison a pour but de définir quel solvant offre le meilleur compromis pour la révélation
d’empreintes, entre volatilité et solubilité des graisses.

L’utilisation de solvants alcooliques possédant une chaine carboné plus longue permet

d’accéder a des solubilités différentes des graisses'.

5.1.1 Propriétés spectroscopiques en solution

En solution, le Bodipy512 possede des propriétés spectroscopiques similaires pour les
trois alcools testés (éthanol, isopropanol et butanol) que ce soit pour 'absorption ou I’émission
de fluorescence. Le seul changement notable est un déplacement bathochrome du maximum

d’émission de fluorescence d’environ 3 nm (voir Figure 5.1).
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Bodipyb512_EtOH_liquide 500 0.11 18.6 506 19.7 6 0.89
Bodipyb512_Isopropancl_liquide 500 0.10 18.1 507 19.7 7 0.82
Bodipy512_Butanol_liquide 501 0.13 18.6 509 19.6 8 0.87

Figure 5.1 - Spectres normalisés d'absorption (a) et d'émission (b) du Bodipy512 dans les différents solvants
Données spectroscopiques relatives aux figures (a) et (b) pour les trois solvants utilisés (c)

A représente la largeur a mi-hauteur pour les spectres d’absorption et d’émission. Dswkes est le déplacement de
stokes

Excitation & 480 nm. Slit (excitation/émission) : 1/1 nm

Cependant, les propriétés spectroscopiques en solution ne sont pas représentatives de celles
au sein de 'empreinte apres la révélation. Afin d’investiguer les propriétés du Bodipy512 en
phase solide, une série d’expériences a été réalisée sur deux grands types d’échantillons : le

substrat nu (i) et 'empreinte (ii) respectivement.

5.1.2 Propriétés spectroscopiques en phase solide

Les propriétés d’émission en phase solide (sécrétions et substrat) pour 'empreinte ne
sont que treés peu affectées par le changement de solvant en lui-méme. En effet, le maximum
d’émission de fluorescence ainsi que la largeur & mi-hauteur sont du méme ordre de grandeur
pour I’éthanol, I'isopropanol et le butanol.

En revanche, le passage du Bodipy512 au sein de la matrice lipidique affecte la position du
maximum d’émission de fluorescence et ce pour tous les solvants (Figure 5.2). En effet,
comme abordé précédemment, ce décalage vers les plus grandes longueurs d’ondes (de 4 a 5
nm) est attribué au cété plus apolaire des sécrétions de 'empreinte vis-a-vis des propriétés

des solvants alcooliques, mais aussi a une forme plus ou moins agrégée du fluorophore au sein
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de ces dernieres. L’étroitesse de la bande d’émission du Bodipy512 au sein de I'empreinte est
cohérente avec une forme dispersée/peu agrégée et émissive du fluorophore. De plus, la largeur
a mi-hauteur mesurée est du méme ordre de grandeur que pour le fluorophore en solution,
aiguillant l'interprétation vers la présence de formes agrégées mais émissives ainsi que de

formes dispersées.*”:9:100

Q
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~

Bodipy dans 'empreinte_EtOH Bodipy sur substrat_EtOH
— — —Bodipy sur substrat_lsopropanol

— -~~~ Bodipy sur substrat_Butanol
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Figure 5.2 - Spectres d'émission de fluorescence dans l'empreinte (a) et sur le substrat (b) pour les différents
solvants. Les empreintes utilisées sont de composition artificielle (voir 2.2.2).
Pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4. Excitation a 480 nm.

Slit (excitation/émission) : 1/1 nm

I existe un effet bathochrome particulierement prononcé pour le Bodipy512 sur le substrat
nu ot le décalage du maximum d’émission est en moyenne de 24 nm. La fluorescence mesurée
est aussi tres faible. Dans ce cas précis, ce déplacement assez important peut étre attribué a
une forme agrégée du fluorophore de type J avec aussi la présence d’'une forme tres peu

émissive, probablement de type H.

Dans 'hypothese d’agrégats dans la phase solide (sécrétions et substrat), la fluorescence n’est
pas suffisante pour étayer cette supposition. En effet, seuls les agrégats émissifs sont
détectables en fluorescence. Ceux qui ne sont pas émissifs sont cependant observables en
absorption. Ainsi, des mesures en absorption ont été réalisées afin d’estimer la présence de

différentes formes du fluorophore sur les échantillons.
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a) b)

= Bodipy512 dans I'empreinte_EtOH —— Bodipy512 sur subtrat_EtOH
1.0 - — — Bodipy512 dans I'empreinte_lsopropanol 1.04 .. [ — Bodipy512 sur substral_lsopropanol
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Absorbance normalisée (u.a)
Absorbance normalisée (u.a)

T T T T T 1 T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 5.3 - Spectres d'absorption dans l'empreinte (a), et sur le substrat (b) pour les différents solvants.
Les empreintes utilisées sont de composition artificielle (100% sébacée) (voir 2.2.2). Pression : 2 bars. Distance :
15 em.

Diameétre de buse : 0.2 mm. Nombre de passages : 4. Excitation & 480 nm. Slit (excitation/émission) : 1/1 nm

Une synthese des valeurs obtenues est disponible au sein Tableau 5.1 ci-apres :

b. fluo

Echantill )"abs,max Apax A{f/zs Af]uo,max Al/z Detokes

chantiiion (+1 nm) (2 mm) (¢t om) (2 nm) (31 mm)
Bodipy512_empreinte_ 503 0.06 19.7 512 20.4 9
EtOH_15cm
Bodipy512_empreinte_ 503 0.10  20.7 511 20.2 8
Isopropanol_15cm
Bodipy512_empreinte_ 503 0.03 18.1 510 19.2 7
Butanol_15cm
Bodipy512_substrat_ 506 0.04 ©58.6 537 - 23
EtOH_15cm
Bodipy512_substrat_ 517 0.08 66.4 537 - 7
Isopropanol_15cm
Bodipy512_substrat_ 506 0.04 49.6 534 - -

Butanol_15cm

Tableau 5.1 — Données spectroscopiques relatives aux figures (a) et (b) de la Figure 5.3 pour les trois solvants
utilisés

L’élargissement de la bande d’absorption sur le substrat vis-a-vis des sécrétions de 'empreinte
est un indicateur supplémentaire d'une forme particuliere du Bodipy512 peu ou pas
fluorescente.™

Par ailleurs, 1'usage de l'isopropanol favorise l'apparition d’'un environnement légerement
différent des autres alcools étudiés sur le substrat.

Ainsi, lanalyse spectroscopique du Bodipy512 dans I'empreinte et sur le substrat met en

exergue deux comportements différents du fluorophore selon son environnement.
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5.2 Contraste et rendu d’empreintes digitales

Cependant, ce comportement moyen ne permet pas de déterminer quel est le meilleur
compromis du point de vue du solvant utilisé. En effet, l'efficacité du fluorophore lors de la
révélation ne se limite pas qu’a ses propriétés d’émissions et au rendement quantique. Le
contraste joue lui aussi un role important car il donne acces a la qualité de visibilité d’une
empreinte vis-a-vis du substrat (c’est en pratique un facteur déterminant pour pouvoir
exploiter une empreinte en dactyloscopie). Ce dernier a été calculé pour les différents solvants
a une méme distance de brumisation (Voir Figure 5.4). Il est défini comme le rapport entre
Iintensité du fluorophore dans l'empreinte vis-a-vis de l'intensité du fluorophore sur le

substrat, pour des mesures réalisées dans les mémes conditions.

26 | —— EtOH_15cm
] - - - -EtOH_31cm
1 1 Isopropanol_15cm
2504 | | - - - Isopropanol_31cm
= Butanol_15cm
3 200 )
O
k]
8 1504
c
je]
(@]
100
50/ f
0 4

T T T T T T T
500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 5.4 - Variation du contraste pour les différents solvants
Pression : 2 bars. Diametre de buse: 0,2 mm. Nombre de passages: 4. Excitation a 480 nm. Slit

(excitation/émission) : 1/1 nm

Le contraste ne semble pas avoir de lien direct avec le nombre de carbone du solvant utilisé.
Seule I'utilisation de I'isopropanol conduit & des valeurs de contraste plus importantes pour

de mémes parametres procédés que celles obtenues avec de I’éthanol.

La différence notable de contraste observé pourrait étre due a proportion de fluorophore libre
dans la solution solide, plus significative lorsque 'isopropanol est utilisé comme solvant pour
la révélation. L’intensité de fluorescence résultante dans 'empreinte est alors plus importante,
augmentant par ce biais le contraste. Par ailleurs, lorsque l'isopropanol est utilisé sur le
substrat nu, il en résulte un élargissement conséquent de la bande d’absorption et un shift de
la valeur maximale d’absorption, vis-a-vis de tous les autres échantillons. Ce résultat peut
étre interprété comme une proportion plus importante d’agrégats de type H, non émissifs,

augmentant par conséquent le contraste obtenu entre 'empreinte et le substrat.
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Il semble alors que le fluorophore s’organise de maniere différente, ce qui lui permet d’avoir
plus de fluorescence par unité de surface qu’avec I’éthanol ou le butanol dans les crétes.
Ainsi, gagner sur la qualité de révélation en changeant simplement de solvant apparait

possible.

Au-dela des données d’imagerie et de spectroscopie, c’est la visualisation macroscopique qui
prévaut sur la notion de qualité de la révélation de 'empreinte. Dans ce cadre, une série de
photographies normalisées a 'aide d'un appareil photo numérique Nikon, d’une source de
lumiere & 470 nm et d’un filtre a 530 nm a été faite pour aiguiller le choix du meilleur
compromis entre les différents solvants, voir Figure 5.5. Parmi ces derniers, ’éthanol et
I'isopropanol sont deux choix possibles pour I'opérateur. En effet, les deux produisent des
empreintes de bonne qualité, ou il est possible de procéder a une identification grace aux
minuties.

Cependant, ’éthanol qui s’évapore plus rapidement une fois sur la surface implique une
distance de travail assez faible contrairement a 'utilisation de 'isopropanol, qui donne plus
de confort a l'utilisateur puisque la distance moyenne de travail est augmentée d’environ 10
cm. Mais le séchage est plus long qu’avec I’éthanol.

Le butanol, en revanche, ne permet pas de conserver les détails propres a 'empreinte et

détruit cette derniere de fagon irréversible, rendant impossible I'identification d’un individu.

a) b) c)

Figure 5.5 - Photos macroscopiques d'empreintes de sécrétions réelles révélées avec de l'éthanol (a), de
l'isopropanol (b) et du butanol (¢).
Lampe a 470 nm et filtre range a 530 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢cm. Diamétre de buse : 0,2 mm. Nombre

de passages : 4

Ainsi, I'influence du solvant est notable a différents niveaux de considérations de ’empreinte.
Tout d’abord les différences spectroscopiques en émission de fluorescence sont faibles pour le
fluorophore dans 'empreinte. Ensuite, I'utilisation de solvants plus lourds a un impact sur la

structure de la créte de 'empreinte et ainsi possiblement sur la distribution du fluorophore
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dans celle-ci. Méme si le contraste obtenu pour 'empreinte vis-a-vis de son support est plus

important en utilisant 'isopropanol, celui-ci n’est pas perceptible a I'ceil nu de maniere claire.

Par conséquent, une visualisation plus locale via la microscopie confocale a été entreprise afin

d’imager la présence et la localisation de formes agrégées du fluorophore.

5.3 Solvants alcooliques et variation locale de fluorescence

Les analyses de spectroscopies classiques et visualisation macroscopiques ne
permettent pas a elles seules de caractériser précisément les agrégats et populations présentes
sur les échantillons. En effet, les expériences de spectroscopie conduites jusqu’a présent dans
ce chapitre ont été faites avec une empreinte de référence possédant une composition
artificielle fixe et connue. Cette approche donne I'avantage de pouvoir comparer U'effet du
solvant sur la matrice lipidique mais ne prend pas en compte les variations locales selon la
composition chimique.

C’est pourquoi des analyses (en microscopie confocale) a ’échelle d’une créte de 'empreinte
ont été entreprises en vue de cette caractérisation locale des comportements du Bodipy512

sur 'empreinte vis-a-vis des différents solvants.

5.3.1 Cartographie en xyz

Cette technique de cartographie a I’échelle d’une créte permet d’effectuer plusieurs

observations.

a) b) c)

Epaisseur de la Epaisseur de la Epaisseur de la

créte en z : 13 pm créte en z : 13 pm créte en z : 13 pm

Figure 5.6 - Clichés de crétes d'empreintes de sécrétions réelles révélées avec de 1'éthanol (a), de l'isopropanol (b)
et du butanol (¢). Excitation & 476 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢cm. Diamétre de buse : 0.2 mm. Nombre
de passages : 4

Les images sont en fausses couleurs aux environs de I'intensité maximale d’émission de fluorescence : 512 nm (505-

517 nm) et les cercles représentent les régions d’intéréts choisies pour extraction des données
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Tout d’abord, on remarque trés nettement un étalement de la créte (et des sécrétions
lipidiques qui la composent) avec 'augmentation de la longueur de la chaine carbonée du
solvant alcoolique utilisé. Cette observation est en corrélation avec les observations
macroscopiques faites Figure 5.5.

Ensuite, cette technique donne acces a I’évolution de 'intensité de fluorescence des sécrétions
lipidiques a la longueur d’onde de ’émission maximale de fluorescence a 512 nm, voir Figure
5.7.

a) Substrat b )
——Bodipy512 dans empreinte_EtOH
1.00 = = = Bodipy512 dans empreinte_lsopropanol
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Figure 5.7 - Distance de pénétration du Bodipy512 regardée aux environs de l'intensité de fluorescence maximale
a 512 nm (505-517nm) (a) et direction du scan (b).
Pas de 0,17 pm. Le haut de 'empreinte a été fixé lorsque 'image n’était plus focalisée (hors des plans focaux avec

disparition du signal de fluorescence)

Le détecteur a été placé sur la bande d’émission a 512 nm pour le scan en profondeur d’une
créte de 'empreinte. Cette acquisition présente 1'avantage de mesurer, pour chaque tranche
en z de la hauteur de la créte, I'intensité de la bande a 512 nm.

La Figure 5.7 démontre la distance de pénétration plus importante du Bodipy512 au sein de
I’empreinte lorsqu’on utilise un solvant plus lourd que I’éthanol. Cette constatation appuie
I’hypothese d'un mécanisme en faveur d’une diffusion plus importante du Bodipy512 et d’une

forme plus dispersée de ce dernier quand on allonge la chaine carbonée du solvant.

Afin de vérifier cette hypothese, une autre série de mesure a été réalisé en xyAz. C’est-a-dire
que pour chaque valeur de z, en profondeur, le spectre de fluorescence associé est enregistré
sur une gamme allant de 495 a 700 nm. Afin d’étre représentatif de I’évolution du spectre
de fluorescence en fonction de la profondeur de la créte, cette derniere a été divisée en trois
grandes parties. L’épaisseur moyenne d’'une créte étant d’environ 12 pm, chaque partie
représente 4 pm d’épaisseur. Les spectres obtenus sont issus d’une moyenne de 4 spectres par

tranche de 4 pm sur les régions d’intéréts considérées (celles ot il y a des sécrétions).
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a)
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Figure 5.8 - Spectres d'émission de fluorescence pour les différentes profondeurs en 7z des crétes des empreintes de
séerétions réelles révélées a I’éthanol (a), lisopropanol (b) et au butanol (c).

Excitation & 476 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢m. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4
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L’évolution du spectre de fluorescence est un premier indicateur permettant de situer ou se
trouvent les formes plus ou moins agrégées du fluorophore dans I’empreinte. Tout d’abord,
lorsque l'on allonge la chaine carbonée du solvant utilisé, les spectres de fluorescence
deviennent plus homogenes et proches de ceux moyennés au début du chapitre. Ensuite, de
maniere générale les spectres d’émission de fluorescence ont tendance a se décaler vers les
plus hautes longueurs d’onde lorsque I'on s’approche de la surface de la créte. Ce décalage est
probablement le marqueur d’une population plus agrégée et empilée du Bodipy512, moins

émissive.

Cette évolution de population est en corrélation directe avec la volatilité des solvants utilisés.
En effet, plus le solvant est « lourd » et moins il y a de décalage vers les hautes longueurs
d’ondes. De plus, la plus grande distance de pénétration amene a une distribution des
fluorophores plus dispersée et moins agrégée, d’ou l'obtention de spectres d’émission de

fluorescence plus homogene pour le butanol par exemple.

Ces premiere conclusions et hypotheses a 1’échelle locale nous donnent une indication sur
leffet de la volatilité du solvant, et sur sa capacité a faire pénétrer le Bodipy512 au sein des
sécrétions d’'une empreinte digitale. Cette pénétration améliorée peut provenir d’une
évaporation plus lente du solvant qui donne un temps de diffusion plus grand au chromophore.
On ne peut toutefois pas séparer cet effet de l'effet de solvant des graisses qui est plus
favorable pour les alcools lourds. Au global, 'emploi d’un alcool plus lourd modifie la
formation des agrégats de fluorophores. Maintenant que l'on peut entrevoir une présence
d’agrégats, comment ceux-ci se disposent-t-ils dans les sécrétions de I'empreinte 7 Pour y

répondre, nous avons réalisé des mesures de temps de vie en imagerie.

5.4 Distributions et caractérisation des populations du fluorophore

au sein de ’empreinte

5.4.1 Evaluation du temps de vie comme marqueur de populations de Bodipy :

approche globale

La fluorescence résolue en temps est une technique assez couramment utilisée pour
décrire les propriétés d’un fluorophore, et plus particulierement elle donne acces a des
informations sur I’évolution des populations de fluorophores dispersées ou agrégées a 1’état

excité. 12129

Pour ces expériences, nous avons utilisé un pulse laser a une longueur d’onde de 800 nm. Il

en résulte un déclin caractéristique de la durée de vie de la fluorescence de chaque échantillon.
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Un exemple est représenté au sein de la Figure 5.9. Les déclins possedent des pentes en échelle

log et des formes variables selon I’endroit de 1’échantillon ou ils ont été mesurés.
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Figure 5.9 - Déclins de fluorescence normalisés (en échelle log) pour le Bodipy512 dans différents environnements :
en solution, sur une sécrétion artificielle (100% sébacée), sur substrat et en poudre.
Excitation a 480 nm et déclins récupérés a la bande située a 512 nm. Pression : 2 bars. Distance : 15 cm. Diametre

de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Ces résultats ont été acquis avec une composition d’empreinte artificielle (100% sébacée) qui
nous permet de voir que le Bodipy512 adopte différents comportements selon I’environnement,
ou il se trouve.

En premiere observation, on observe une décroissance plus rapide du signal lorsque 1'on passe
du fluorophore seul en solution au fluorophore déposé sur substrat nu (les valeurs des temps
de vies ainsi que les fits sont disponibles Annexe 6). Cette décroissance plus rapide pour le
Bodipy hors solution, pourrait étre le marqueur de formes agrégées. Pour rappel, celles-ci sont

plutot fluorescentes dans 'empreinte et voire peu ou pas fluorescentes sur le substrat.

Extraire le ou les temps de vie relatifs aux différents endroits de 1’échantillon nécessite
I'utilisation d’une fonction mathématique particuliere : la fonction de Kohlrausch. Dans les
cas les plus simples, le déclin de la fluorescence peut étre décrit par une somme
d’exponentielles discretes, dont les différentes composantes ont une signification physique
claire™ 13, Cependant, dans le cas d’échantillons hétérogenes et tridimensionnels, comme ici,
les sommes d’exponentielles classiques ne suffisent pas a décrire les comportements observés.
Par conséquent, 'utilisation d’'une exponentielle étirée comme la fonction de Kohlrausch est
intéressante car elle permet de décrire ’évolution de quantités non équilibrées au sein d’un
systeme. Usuellement, cette fonction a été employée pour décrire les déclins de fluorescence

en présence de phénomenes de transfert d’énergie.
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I(t) = exp[—(t/70)"]

Figure 5.10 - Fonction de Kohlrausch avec 0 < g < 1%

t représente les valeurs de temps sur la gamme sondée, 1o le temps de vie, B coefficient mathématique
adimensionnel

La fonction de Kohlrausch, est donc une fonction exponentielle étirée avec un coefficient beta
compris entre 0 et 1. Ce coefficient, qui permet un meilleur ajustement mathématique du
modele sur la courbe a également une signification physique. Il est utilisé pour décrire dans
lespace comment se font les interactions dans le systeme. Ainsi, si on consideére des
interactions purement dipdle-dipdle entre les Bodipy, le coefficient beta donne une indication
sur la dimensionnalité des mécanismes de désexcitation (de « quenching ») qui peuvent avoir
lieu. Ce modeéle est désigné sous le terme anglais de « diffusion-controlled contact
quenching ». Les valeurs de béta, elles, désignent respectivement pour g = 1/6, g = 1/3 et
B = 1/2, des phénomenes de résonnance et de transfert d’énergie dans une, deux et trois

dimensions du systeme.

L’analyse des durées de vie a été réalisée sur des échantillons révélées dans les mémes
conditions pour deux solvants alcooliques : éthanol et isopropanol, et ce a I’échelle locale a
I’aide d’un microscope confocal de fluorescence possédant un appareillage pour les mesures de
durée de vie (voir Annexe 1). Les résidus et détails de I'ajustement mathématique des données

sont également disponibles Annexe 6.

La détermination des temps de vie suit toujours la méme la méme notation. Lorsqu’il y a
deux temps de vie, le premier (le plus long en général) possede un coefficient beta différent
de 1 qui est mentionné dans le tableau de la Figure 5.11. Le deuxieme temps de vie est

déterminé a 'aide d'une exponentielle discrete (coefficient beta égal a 1).

a)

I®) = Z a; (e(“/r)ﬁ) ono<p<1

L

b) A Acquisition spectrale i
1 1
450 nm 750 nm
Echantillon Solvant T ay T a, B
4,3 / / 7 0,85
Empreinte
EtOH 3,2 0,6 0,15 0,4 0,60 ; e
Substrat 2,5 0,7 1,1 0,3 0,63 prradiation
Empreinte 3,15 0,65 1,2 0,35 0,8
Isopropanol
Substrat 1,6 0,76 0,9 0,25 0,6

Temps de vie en solution (dans EtOH) :@ 5,34 ns
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Figure 5.11 - Déclins et temps de vie moyens du Bodipy512 (en ns) sur empreinte de composition réelle et le
substrat. Excitation a 800 nm. Acquisition du signal pendant 30 secondes sur une gamme allant de 450 & 750 nm
pour chacune des acquisitions.

Somme de fonctions exponentielles utilisées pour I'obtention des temps de vie avec a; le facteur pré-exponentielle
qui est adimensionnel (a), tabulation des différents temps de vie obtenues pour I’éthanol et Iisopropanol (b),
déclins pour I'éthanol (c¢), déclins pour lisopropanol (d).

Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢cm. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

La premiere remarque, c’est que 'on mesure sur les empreintes un temps de vie beaucoup
plus faible qu’en solution. Ces observations confirment la présence de formes agrégées du
Bodipy sur I’échantillon.

La deuxieme remarque c’est 'apparition d’un deuxiéme temps de vie plus court que le premier
lorsqu’une seconde mesure est effectuée sur le méme échantillon : Pempreinte révélée a
I’éthanol. Cette seconde mesure est effectuée de la méme maniére que la premiere, via une
excitation a 800 nm, et une acquisition pendant 30 secondes. Ce changement est probablement
I'indicateur d’une réorganisation spatiale du fluorophore sous irradiation. Celle-ci pourrait
provenir d’une couche de fluorophore non dispersée dans I’empreinte, a sa surface, qui change
de conformation sous irradiation. En revanche, pour les échantillons révélés avec de
I’isopropanol, les deux temps de vie sont initialement présents et il n'y a pas de changement
des temps de vie apres la seconde irradiation. Cette différence entre les deux solvants utilisés
rejoint I’hypothese du séchage et du transfert de matiere sur ’échantillon. En effet, 1’éthanol
étant un solvant plus volatil, en séchant plus vite il aura tendance a ne pas pénétrer beaucoup
dans la sécrétion. Cette faible pénétration implique une proportion plus grande de fluorophore
quenché et empilé a la surface sensible a une réorganisation sous irradiation.

Enfin, la troisiéme remarque concerne la valeur du coefficient béta. On remarque que
généralement sur le substrat le coefficient béta est proche de 0,5. Cette valeur particuliére
indique que des désexcitations, en général non radiatives ont lieu dans les trois dimensions

du systeme. Une diminution du coefficient pour des échantillons avec sécrétions pourrait aussi
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étre assimilée a une plus grande hétérogénéité du systéeme avec une contribution plus

importante aux temps de vie courts, comme visible sur Figure 5.11.

En conclusion, la présence de formes agrégées a pu étre confirmée par la signature en temps
de vie sur les échantillons. Néanmoins, la signature des agrégats étant récupérée sur toute la
profondeur de I’échantillon, il n’est pas possible via ces mesures de déterminer ou se trouvent
ces derniers en fonction de leur signature en temps de vie. Par conséquent, des images

détaillées en temps de vie ont été réalisées.

5.4.2 Cartographie locale en temps de vie du Bodipy sur ’empreinte

Au-dela des valeurs tabulées des mesures de durée de vie, il a été possible de faire des
cartographies en fonction du temps de vie pour comprendre quels sont les arrangements

locaux des fluorophores, voir Figure 5.12.

Les images présentées ci-apres sont des images en temps de vie de fluorescence, plus
précisément en durée de vie moyenne sur 1’échantillon. Pour chaque pixel, la durée de vie
moyenne des photons est accessible par la somme des retards de fluorescence des photons

mesurés puis divisés par le nombre de photons comptés.

Une premieére observation montre pour les deux solvants utilisés que les temps de vie les plus
courts sont situés sur le haut des sécrétions, tandis que les temps de vie les plus longs sont
situés au cceur de la matrice. La comparaison des alcools montre une plus forte proportion de
temps de vie long pour une empreinte révélée avec de I'isopropanol. En effet, sur les bords de
la créte des temps de vie plus longs, proches de 5 ns sont observables. Cette meilleure visibilité
des bords de créte, peut avoir un impact sur la visualisation macroscopique de I’empreinte,
car le contraste entre le substrat et les bords de la créte contribue & une meilleure visibilité

de cette derniere.

a) b)

Intensity Image [Cnts] Intensity Image [Cnits]
246 807

0
Average Lifetime [ns]
7.86

0
Average Lifetime [ns]
655

0 0
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d)

Intensity Image [Cnits) Intensity Image [Cnts
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Figure 5.12 - Cartographie en temps de vie d'empreintes de sécrétions réelles révélées avec de 1'éthanol (a) et (b)
et de l'isopropanol (¢) et (d).

Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢cm. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

D’apres les observations et conclusions des précédentes expériences, la révélation avec de
Iisopropanol amene a un contraste plus important avec une pénétration légerement plus
efficace qu’avec l’éthanol. Ainsi, un séchage plus lent et une meilleure pénétration du
fluorophore dans I’empreinte permettent d’obtenir des temps de vie en moyenne plus long.
Enfin, la localisation des temps de vie obtenue sur I'empreinte appuie également le fait que
les sécrétions composant cette créte d’empreinte (de sécrétions réelles) sont moins
hétérogenes, avec une meilleure dispersion du fluorophore au sein de ces derniéres (excepté

en bord de créte).

Par ailleurs, des mesures de contrdles ont été faites a l'aide de sécrétions artificielles afin
d’évaluer si c’est bien I'environnement et la composition locale de I’empreinte qui influencent
les variations de temps de vie, voir Figure 5.13.

Au sein de sécrétions artificielles, un seul temps de vie est observé. De plus, celui-ci se
rapproche de celui trouvé en solution avec peu de variation dans les valeurs expérimentales
mesurées entre les échantillons. Ces valeurs proches de celle du temps de vie en solution n’est
pas surprenant car les sécrétions artificielles sont homogenes et ne présentent pas
d’hétérogénéités représentatives d'une empreinte de sécrétion réelle comme des morceaux de
peau. De ce fait, le fluorophore ne rencontre ni obstacle ni résistance particuliere a son
intégration au sein de la matrice lipidique et peut adopter des configurations favorisant
I’écartement des molécules et par ce biais ’émission de fluorescence. L’utilisation pour ces
sécrétions modeles d’un solvant a chalne carbonée plus longue ne semble pas affecter

I’émission de fluorescence.
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c)
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Figure 5.13 - Cartographie en temps de vie d'empreintes de sécrétion artificielle révélées avec de 'éthanol (a) et
(b) et de lisopropanol (¢) et (d).

Pression : 2 bars. Distance : 15 ¢cm. Diametre de buse : 0,2 mm. Nombre de passages : 4

Pour conclure sur ce chapitre et sur ce comparatif de l'effet des alcools sur la fluorescence,
nous pouvons conforter I'hypothese que le fluorophore déposé avec une solution d’éthanol est
en partie localisé dans la partie supérieure de la créte. Cette disposition affecte la fluorescence
et particulierement la durée de vie de fluorescence lorsque l'on irradie 1’échantillon. Les
mesures en temps de vie confortent I’hypotheése de la présence d’agrégats et d’une couche
supérieure constituée de fluorophores empilés notamment grace a la valeur du coefficient béta.
Cette mesure conforte également 1'hypotheése d’une plus grande pénétration et d’une
organisation plus favorable du fluorophore lorsque 'on opte pour un solvant moins volatil
que I’éthanol tel que l'isopropanol. L’utilisation de cet alcool favorise ainsi I'obtention d’un
meilleur contraste de 'empreinte digitale.

Alinsi, un ajustement est possible sur le choix du solvant : éthanol ou isopropanol. Le butanol

est écarté car il détruit de maniere irréversible les détails propres a 'empreinte.
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Chapitre 6 : Application et visée opérationnelle

Au cours de cette these, nous avons présenté des résultats obtenus sur des empreintes
digitales déposées sur un substrat modele en verre, afin de comprendre l'interaction du
Bodipy512 sur I'empreinte. Toutefois, en conditions réelles, les forces de I'ordre sont amenées
a révéler des empreintes sur divers supports : bois vernis, plastique dur, plastique souple,

verre, métal, aluminium etc. qui sont plus ou moins compliqués pour révéler les empreintes.

6.1 Etude de la qualité de révélation d’empreintes sur support variés

Parmi les surfaces de la vie courante, certaines sont plus « difficiles » lorsqu’il s’agit
de révéler des empreintes, soit de par la structure méme du matériau (plus ou moins poreux)
soit par la présence d’additifs a leur composition comme les azurants présents dans certains
plastiques.

Afin d’évaluer lefficacité de notre procédé de révélation sur différents supports, des
révélations ont été effectuées au sein des différents laboratoires partenaires du projet. Les
résultats présentés Figure 6.1 ont été faits en collaboration avec 'INPS de Lille. Le protocole
suivit consiste en une révélation a l'aide de l'aérographe a une distance de travail optimale

de 15 cm.

De maniere générale les supports non-poreux donnent d’assez bon résultats. Les empreintes
révélées sont assez visibles et d'un contraste suffisant pour pouvoir effectuer une

identification. Une exception a ce comportement cependant, concerne les plastiques.

En effet, sur certains plastiques comme les sacs poubelles en polypropylene, ainsi que les
sachets zip les empreintes sont peu visibles ou insuffisamment contrastées. De plus, le bruit
de fond est parfois trés important perturbant la visualisation de ’empreinte. L’apparition
d’un fond continu en-dessous et autour de I'empreinte peut-étre di a une interaction et une
réorganisation du fluorophore au contact de certains composants utilisés pour le traitement

de surface de ces plastiques.
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c)

Figure 6.1 — Empreintes de sécrétions réelles révélées sur différents supports : PVC (a), Sachet plastique (b),
Boite de gants (¢), Aluminium (d) et verre (d).
Lampe Crime-lite 450-510 nm et filtre orange a 530 nm. Distance : 15 cm. Pression : 2 bars. Diametre de buse :

0,2 mm

En outre, pour des supports semi-poreux comme le bois vernis, ou le marbre, les sécrétions
de 'empreinte ont tendance a étre « bues » par ces matériaux, en d’autres termes a pénétrer
au sein de ses derniers. Cela entraine une moins bonne qualité de révélation puisque moins
de matériel est disponible a la surface du support. Pour les boites de gants en revanche, la
couche de matiere glacée située a l'extérieur de l'objet rend les empreintes facilement

révélables et de bonne qualité.

Toutes ces observations ont été faite a temps court apres la révélation d’empreinte, c’est-a-
dire & un temps de maximum 10 minutes apres la brumisation. Cependant, il est possible de
gagner au niveau du contraste de 'empreinte si on laisse un temps de pause de I'objet apres

révélation d’environ 1 heure (voir Figure 6.2).

Cette différence et ce gain de contraste avec un temps de repos ont probablement pour origine
une réorganisation locale du Bodipy sur I’échantillon (probablement une meilleure intégration
au sein des crétes). En effet, le Bodipy étant une molécule apolaire, il a tendance a mieux
s'intégrer et a émettre plus de fluorescence dans des milieux apolaires. Par conséquent, apres
la révélation un simple séchage de 'empreinte peut permettre une perte d’eau (eau contenue

dans l'empreinte). Cette perte par évaporation a des effets assez important sur le contraste.
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Sur la figure Figure 6.2 on remarque tres nettement un gain du contraste de 'empreinte
révélée.
Cela se produit aussi sur d’autres types de support comme pour un sachet plastique ou le

bruit de fond devient moins important aprés séchage, augmentant ainsi le contraste de

I’empreinte révélée.

a) b)

Figure 6.2 — Empreintes de sécrétions réelles révélées sur verre (a) et (b), sachet plastique (¢) et (d) a
respectivement, to et to + 1 heure aprés la révélation. Lampe a 470 nm pour (a), lampe Crime-lite 450-510nm pour

(b) et filtre orange & 530 nm. Distance : 15 cm. Pression : 2 bars. Diamétre de buse : 0.2 mm

6.2 Une alternative a 1’aérographe pour la révélation d’empreinte :

valorisation du travail de theése

Le travail de these engagé sur I'aérographe a démontré des résultats positifs pour les
révélations d’empreintes. Ces derniers ont ouvert la voie au développement d'un autre type

de spray. En effet, I’aérographe est un procédé qui nécessite le transport d’une cuve d’air afin
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de pouvoir brumiser la solution et I'acces a une prise de courant pour remplir la cuve. Ces
limitations en font un systeme portatif mais pas portable.
Dans cette optique de transposition de l’aérographe vers un autre type de spray, le

développement d’un systéme de bombe pressurisé'®*

a été engagé. L’objectif de cet autre
procédé de spray est de pouvoir s’affranchir du compresseur utilisé pour ’aérographe et ainsi

d’avoir a disposition un procédé réellement portable.

Le principe de fonctionnement général rejoint celui des bombes pressurisées utilisées pour la
peinture ou encore la cosmétique (bombe le laque, déodorant, etc.) et est présenté Figure
6.3 :

Figure 6.3 - Exemple de fonctionnement d'une bombe pressurisée (aérosol)'®. Le mode de fonctionnement exact

est gardé confidentiel

Classiquement 7 un aérosol est composé d’un mélange de gaz propulseur et du réactif a
pulvériser. Il existe un équilibre entre les deux phases du gaz liquéfié et du gaz en suspension
au-dessus de ce dernier. La phase vapeur du gaz exerce une pression dans toutes les directions
du contenant que ce soit sur les parois, sur la valve de sortie ou encore sur la phase liquide.
Cela a pour effet de pousser le liquide dans le tube central pour finalement arriver au niveau
de la valve. L’exercice d’une force sur le déclencheur permet finalement de pulvériser le
mélange. La pulvérisation de gouttes de tailles controlées peut se réaliser grace a la détente
du gaz au contact de I'air, qui produit alors des gouttes du réactif concentré contenu dans la
bouteille. Cette technologie en bouteille pressurisée permet de conserver une pression

relativement stable au fur et & mesure de 1'utilisation de la bouteille.'*

Le développement d'un prototype de spray pour une utilisation sur le terrain participe ainsi
a la valorisation du travail de these. L’ensemble des étapes de validation sont en cours dans
le cadre du projet CYANOCPRAY, et en collaboration avec les forces de 'ordre.
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6.3 Tests de post-révélation en chambre de fumigation

La révélation d’empreintes digitales sur le terrain confere 'avantage de la localisation
rapide de celles-ci et de permettre leur prise en photo immédiate car ne nécessitant que de la
lumiere bleue pour produire une forte fluorescence visible a 1'ceil nu. Cependant, dans le cas
d’objets plus sensibles sur lesquels d’autres types d’analyses doivent étre effectuées (ou encore
dans le cas d’affaires complexes), la possible conservation des scellés est un enjeu de taille.
Or le contraste d’une empreinte révélée avec du Bodipy512 diminue lentement au cours du
temps (voir 3.4.1.2 Vieillissement apres révélation). L’empreinte se teinte en orange et la

fluorescence n’est plus homogene sur 1’échantillon.

Ainsi, étre capable de stabiliser 'empreinte que I'on a trouvé grace au procédé de révélation
par spray peut s’avérer nécessaire.

Un post-traitement facilement accessible pourrait solutionner cette problématique de
dégradation de I'empreinte et de la fluorescence associée dans le temps. De maniere classique,
la fumigation de cyanoacrylate d’éthyle* permet de figer une empreinte par polymérisation
anionique du monomere d’éthyle cyanoacrylate, sans poser de difficulté quant a l’analyse
ADN. Ce procédé a donc été choisi pour un possible post-traitement. L’enjeu a été alors de
savoir si la présence de Bodipy512 interférait avec le procédé de fumigation disponible dans

tous les laboratoires forensiques.

Une série d’échantillons a été révélée avec une solution de Bodipy dans ’éthanol soit en
utilisant 1’aérographe, soit le nébuliseur ultrasonique. Pour des questions de comparaisons et
d’évaluation de lefficacité de la polymérisation lors de la fumigation, des empreintes de
compositions standards ont aussi été utilisées afin d’évaluer si la composition a un effet
important. A I'échelle macroscopique, Figure 6.4, nous observons que le post-traitement de

fumigation ne semble pas affecter la qualité des empreintes.

a) b) c)
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Figure 6.4 - Empreintes (> 3 jours) révélées au Bodipy dans 1'éthanol & 0,1 g/L aprés post-traitement par
fumigation : empreinte de sécrétions réelles révélée par aérographe (a), empreinte de sécrétion artificielle via
aérographe (b), empreinte de sécrétion standard SIRCHIE™ révélée par aérographe (c), empreinte de sécrétions
réelles révélée par nébulisation & 4 pm (d), empreinte de séerétions réelles révélée par nébulisation a 12 pm (e)

Crime-lite 450-510 nm et filtre orange a 530 nm. Pour 'aérographe : distance : 15 cm, pression : 2 bars, diametre

de buse : 0.2 mm

Lorsque nous analysons a 1’échelle microscopique la forme et la texture des empreintes, des
différences notables apparaissent (voir Figure 6.5).

En premier lieu, nous constatons le dépot de poly cyanoacrylate d’éthyle sur tous les
échantillons. A la place des grands amas de fibres habituels sur les crétes, nous observons
plutdt une morphologie de masse continue parsemée de cloques plus ou moins grosses. Ce
développement du polymere est sans doute di a la présence du Bodipy sur 'empreinte car
lorsque le Bodipy se fait peu ou pas présent (au centre de certains impacts de gouttes séchés
par exemple), des pelotes de fibres de poly cyanoacrylate apparaissent. Par conséquent, la
quantité de Bodipy a la surface de la créte de 'empreinte entraine une modification du
mécanisme de croissance du polymere.

Le Bodipy est une molécule apolaire. Cette caractéristique a son importance car le processus
de fumigation commence par un cycle d’humidification (& 80% d’humidité relative) de la
chambre, avant le chauffage et la sublimation du monomere de cyanoacrylate d’éthyle. Lors
de la révélation, I'eau est considérée comme un pré-initiateur de la polymérisation qui joue
un role primordial sur Dapparition des fibres de polymeres capables de rendre visible
I’empreinte latente. Le caractére apolaire du Bodipy512 déposé en surface des crétes est
vraisemblablement un frein a 'adsorption d’eau a la surface des crétes de I'empreinte. Cela a
pour conséquence un développement du polymere sous une forme plus « massive » comme
observé sur les clichés de microscopie et une réduction du gain de hauteur de la créte par

rapport au support (réduction du contraste résiduel).

f Les sécrétions standards de la marque SIRCHIE® sont utilisées par les forces de 1'ordre, notamment
pour la vérification du bon fonctionnement d’une cabine de fumigation. Leur usage a été opéré ici (pour
cette figure et expérience) a des fins de comparaison. Cependant, dans le cadre de la these ce type de
produit n’a pas été utilisé car leur composition ne correspondait pas a nos attentes.
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Zone 2

Figure 6.5 - Empreintes (> 3 jours) révélées au Bodipy dans 1'éthanol & 0,1 g/L aprés post-traitement fumigation
empreinte de sécrétions réelles via aérographe (a), empreinte de sécrétion artificielle via aérographe (b),

empreinte de sécrétion standard SIRCHIE via aérographe (c), empreinte de sécrétions réelles via nébulisation & 4
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nm (d). Eclairage coaxial complet. Pour I'aérographe - distance : 15 cm, pression : 2 bars, diamétre de buse : 0,2

mm

Au bilan, on gagne la stabilisation mécanique de 'empreinte et on perd la caractéristique du
poly cyanoacrylate d’éthyle qui lui permet de diffuser efficacement la lumieére (ce qui n’est

pas trop génant pour la visualisation).

En outre, la comparaison entre des empreintes révélées avec l'aérographe et le nébuliseur
apportent d’autres réponses quant a 'efficacité du procédé de révélation. En effet, pour des
empreintes « fraiches » (de moins de 3 jours) les qualités de révélation sont comparables.
Pour des empreintes présentant un temps de vieillissement plus long (d’au moins 15 jours),
le rendu des empreintes révélées a beaucoup moins de signal au niveau des crétes avec
I’apparition d’un fond continu en fluorescence ainsi que des points fluorescents. En partant
du constat que le monomere de cyanoacrylate d’éthyle et le Bodipy512 sont tous les deux
hydrophobes, il est possible que la présence de vapeurs de monomeres adsorbées en cours de

fumigation ait permis la re-dispersion d’une partie de chromophore quenché présent sur les

supports et dans les inter-crétes.

a)

Figure 6.6 - Empreintes (dgées de 15 jours avant révélation) révélées au Bodipy dans 1'éthanol a 0,1 g/L apres
post-traitement fumigation : empreinte de séerétions réelles via aérographe (a), empreinte de séerétions réelles via
nébulisation & 4 pm (b), empreinte de séerétions réelles via nébulisation a 12 pm (c).

Pour I'aérographe : distance : 15 c¢m, pression : 2 bars, diameétre de buse : 0,2 mm
bl b 3
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Pour des empreintes présentant un temps de vieillissement plus long (d’au moins 15 jours),
le rendu des empreintes révélées par nébuliseur et stabilisées offrent moins de signal au niveau
des crétes avec I'apparition d’un fond continu en fluorescence ainsi que des points fluorescents.
En partant du constat que le monomere de cyanoacrylate d’éthyle et le Bodipy512 sont tous
les deux hydrophobes, il est possible que la présence de vapeurs de monomeres adsorbées en
cours de fumigation ait permis la re-dispersion d’une partie de chromophore quenché présent

sur les supports et dans les inter-crétes.

Bien siir, le vieillissement d’une empreinte étant déterminée par sa composition initiale,
intimement reliée au donneur, la variabilité des résultats obtenus est en corrélation directe
avec celle des individus. Ces tests nécessitent donc d’étre reproduits de maniere plus poussée
pour déterminer 'impact réel de ce type de post-traitement.

Néanmoins, cette série d’expériences se montre optimiste sur un possible post-traitement en

chambre de fumigation des échantillons.

Le post-traitement n’est pas la seule problématique opérationnelle. En effet, lorsqu’une trace
papillaire n’est pas exploitable pour identifier un individu, une analyse ADN doit pouvoir

étre possible.

6.4 Extraction et établissement d’un profil génétique apres

révélation au spray avec Bodipy

Dans le cadre plus large du projet Cyanospray, des analyses visant a déterminer la
compatibilité des Bodipy utilisés avec les analyses ADN ont été entreprises par I'INPS de
Lille. Plus particulierement, ces derniéres ont pour vocation d’apporter la preuve que le
fluorophore utilisé répond aux exigences des forces de l'ordre pour I’établissement du profil

génétique d’un individu™" ¥,

Ces exigences sont listées ci-apres :

- Lors de lextraction, il doit y avoir absence de compétition entre le Bodipy512 et
PADN au moment de la liaison de 'ADN a la colonne de silice ou sur les billes
magnétiques de silice. Les solvants organiques résiduels et le fluorophore doivent aussi
étre éliminés lors de ’étape de purification de 'ADN.

- En ce qui concerne I'étape de quantification de 'ADN par PCR, les réactifs restant
ne doivent pas provoquer d’inhibition.

- Enfin I’établissement d’un profil génétique complet doit étre rendu possible et ce en
présence d’'une quantité croissante des marqueurs fluorescents, sans dégrader ’ADN

présent.
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Les protocoles d’extraction et d’amplification sont réalisés a partir de kits commerciaux et de
procédures propres aux forces de 'ordre.

Sans entrer dans les détails, il est possible de schématiser les différentes étapes de la

purification et de I’élution de '’ADN comme décrit sur la figure suivante :

§.9 e <

el ﬁi’;@ggﬁ D — e
9‘”@ — @9
b . b2

Figure 6.7 - Extraction et purification de I'ADN d'un échantillon : lyse des cellules (étape 1), passage sur colonne

de silice ou sur billes magnétiques (étape 2), obtention de I' ADN purifié apres lavage (étape 3)

A la suite de cette étape interviennent la quantification et I'amplification de PADN. Ces deux

étapes sont réalisées a l'aide d’une sonde d’hybridation et d’une amplification par PCR

multiplex présentés ci-dessous' %,

)

D

Figure 6.8 - Dénaturation du double brin d'ADN (étape 1), hybridation de la sonde sur la séquence cible (étape
2), polymérisation du brin complémentaire (étape 3), hydrolyse de la polymérase et dénaturation des brins ’ADN
(étape 1’), hybridation de la séquence complémentaire (de la balise moléculaire) sur sa séquence cible amenant a
I'émission de fluorescence (étape 27).

Tant que la sonde est en forme d’épingle & cheveux il n’y a pas de fluorescence (étape 2 et 3). De méme pour la

premiere étape il n'y a pas de fluorescence car la proximité des molécules permet l'inhibition de la fluorescence

La fluorescence émise par la sonde a la fin du processus d’amplification par PCR multiplex

permet de suivre et d’estimer la quantité de nouveaux brins d’ADN produits'*!4,

Lors de la révélation d’une empreinte par notre procédé, le fluorophore est en solution dans

de I’éthanol absolu. Afin de comparer leffet du solvant sur les étapes d’extraction et de
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quantification, des analyses ont été réalisées pour deux solvants : I’éthanol et le DMSO

(couramment utilisé dans ce domaine).
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Figure 6.9 - Effet des solvants sur les quantités d'ADN obtenus pour les étapes d’extraction (a) et de quantification

(b)

A létape d’extraction/purification de ’ADN, les deux types de solvants organiques peuvent

étre utilisés.

L’éthanol inhibe la réaction d’amplification par PCR et aucune trace d’ADN humain n’a pu
étre détectée en présence de ce solvant lors de I'étape de quantification (partie (b) dans Figure
6.9). Le DMSO, lui, permet d’obtenir des résultats satisfaisants puisque I’ADN quantifié en
présence ou non de ce solvant ne varie que tres peu.

Il en résulte que la lyse puis la purification sont des étapes importantes du processus. En

effet, ces derniéres permettent d’éliminer les solvants organiques qui sont susceptibles de
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provoquer un processus d’inhibition lors du processus d’amplification et de quantification de
I’ADN.

L’effet de la quantité de Bodipy512, elle, a été étudié en utilisant du DMSO comme solvant.
En effet, comme I’éthanol induit une inhibition totale de la réaction d’amplification par PCR,

le DMSO sera utilisé comme solvant avec des quantités croissante de Bodipy512.

g QUANTIFICATION
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Figure 6.10 - Représentation de l'inhibition de la réaction de quantification de I'ADN selon la concentration en
Bodipy dans le DMSO

Dans le kit utilisé pour cette réaction, il y a une quantité connue d’ADN. De ce fait, la quantité ’ADN pour la
référence « ADN_seul » est celle contenue initialement dans le kit. Les quantités de controle positif d’inhibition
correspondent aux quantités A’ADN quantifiées par rapport & une quantité d’ADN initiale de référence (qui est

la méme dans tous les échantillons)

Pour des concentrations de Bodipy dans le DSMO comprises entre 0,01 et 0,1 g/L, il apparait
une inhibition partielle de la réaction d’amplification PCR vis-a-vis de la référence ADN seul.
Ce phénomene d’inhibition est de plus en plus fort lorsque les concentration sont égales ou
supérieures a 0,5 g/L en Bodipy dans le DMSO. Cependant, comme l'inhibition partielle en
présence du Bodipy512 est équivalente a celle du DMSO seul, il est probable que cette derniére
soit due au tampon de dilution DMSO.

Eliminer le solvant ainsi que le Bodipy512 lors de I'étape d’extraction est donc cruciale pour

mener & bien les étapes d’amplification et de quantification de I’ADN.

Afin d’évaluer lefficacité des procédés d’extractions et de purification de ’ADN, deux de ces
derniers ont été comparés : les billes magnétiques de silice ou la colonne de silice (voir Figure

6.11 ci-dessous).
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Figure 6.11 - Représentation de l'inhibition de la réaction de quantification de I'ADN selon la concentration en

Bodipy512 dans I’éthanol apres purification sur colonne de Silice

A Vissue de ces expériences, il apparait que pour des quantités de Bodipy512 allant jusqu’a 1
g/L il est possible, non seulement d’éliminer le tampon de dilution mais aussi le Bodipy512
présent dans 1’échantillon. Le Bodipy512 ne constitue pas un frein a 'amplification PCR

d’ADN extrait des empreintes digitales.

L’étude réalisée dans le cadre du projet en vue de la compatibilité de la composition du spray
avec les protocoles d’extractions existants a été démontrée. D’autres études complémentaires

sont actuellement encore en cours au sein du projet CYANOSPRAY.

158





159 Conclusion
Conclusion et perspectives

Les forces de l'ordre sont confrontées de nos jours a différentes problématiques et

besoins lors d’une investigation criminelle. Parmi ces derniers, une empreinte est une preuve
de poids lorsqu’il s’agit d’identifier un individu. Néanmoins, les techniques actuelles que I'on
met en ceuvre sur sceéne de crime ne permettent pas de rechercher et de révéler de maniere
simple et efficace les empreintes sur de grandes surfaces. Parmi les techniques standards
utilisées par les forces de I'ordre, la poudre dactyloscopique s’utilise a des endroits particuliers
ou il est susceptible de trouver le maximum d’empreintes, mais ne garantit la possibilité
d’effectuer de futures analyses ADN. La fumigation de monomere de cyanoacrylate d’éthyle,
elle, offre la possibilité d’effectuer de futures analyses ADN mais elle fonctionne au sein d’'une
enceinte hermétique. Méme s’il est possible de fumiger une piéce avec ce réactif ou encore une
voiture, cette technique reste principalement cantonnée au laboratoire.
Il existe ainsi dans ce domaine une lacune vis-a-vis des techniques actuelles de révélation
d’empreinte, dans la mesure ot aucune d’entre elles ne remplit aujourd’hui la totalité des
criteres souhaités par les utilisateurs finaux, a savoir la possibilité d’une révélation rapide et
in situ sur les scenes de crime qui soit rapide d’utilisation et compatible avec une analyse
ADN.

L’objectif de cette these était de proposer un nouveau systéme de révélation d’empreintes
portable qui soit rapide et efficace sur de grandes surfaces, mais aussi compatible avec une
future analyse ADN. Le développement d’un procédé sous forme de spray a été présenté dans
ce manuscrit. Ce travail a débuté par un développement méthodologique visant a résoudre le
probleme des variabilités chimiques et morphologiques des empreintes digitales. En
produisant un petit nombre d’empreintes artificielles de forme connues (grace a une fausse
peau en latex) et de compositions chimiques trés proches et représentatives de celles des
différentes classes d’age de la population, nous avons pu proposer une méthodologie rapide
de développement de procédé de révélation. Celle-ci a permis de remplacer les fastidieuses
études comparatives et systématiques habituellement rencontrées dans la littérature par un
petit nombre de tests. Une attention toute particuliere a été portée au respect de la forme
intrinséque de l'empreinte artificielle et a sa composition chimique, afin de proposer une
empreinte artificielle reproductible.

Cette approche offre un intérét certain pour accélérer et normaliser I’étude du comportement
des matériaux qui travaillent au contact de sécrétions cutanées tels que les verres de lunettes,
les surface autonettoyantes (brievement abordées dans ce manuscrit) ou encore les écrans

tactiles.

Des premiers tests d’atomisation de cyanoacrylate d’éthyle couplé a I'usage d’un chromophore

performant ont été décevants. Cela nous a conduits a adopter une stratégie radicalement
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simplifiée de révélation d’empreinte : utiliser le quenching de fluorescence d’une molécule
comme source de contraste optique entre une créte d’empreinte digitale et son support. Cette
approche est efficace mais est assez dépendante des parametres physico-chimiques du spray
utilisé ainsi que de la distance entre la buse d’atomisation et la surface visée. La situation
peut se résumer ainsi : « il faut déposer assez de solution pour la révélation, mais pas trop ».
Afin de savoir s'il était quand méme possible de trouver un compromis satisfaisant tout en
étant reproductible, nous avons exploré a la fois la localisation et le comportement des
molécules fluorescentes déposées sur une surface possédant une empreinte. De plus, nous
avons fait varier les différents parametres procédés afin de déterminer quelle combinaison

permet a la fois un bon contraste de fluorescence et une bonne résolution d’empreinte.

Les études des propriétés spectroscopiques, au Chapitre 3, des échantillons apres révélation
ont mis en exergue que lors du dépot, les molécules fluorescentes déposées en solution
alcoolique étaient capables de pénétrer partiellement les sécrétions de ’empreinte. Au coeur
d’une créte, une dispersion assez efficace du chromophore entraine une émission de
fluorescence assez intense. En surface des crétes, des molécules peu dispersées et probablement
agrégées émettent une fluorescence moins efficace et décalée vers le rouge par rapport au
principal pic d’émission.

Sur le substrat et entre les crétes de l‘empreinte, ou il n’y a pas de sécrétions, on constate
une extinction de la fluorescence tres marquée. La combinaison de ces deux phénomenes
permet alors d’obtenir une empreinte bien contrastée. A ce stade, le fluorophore Bodipy512
s’est révélé étre le meilleur agent de contraste que nous ayons testé : il a le meilleur rapport
d’intensité de fluorescence entre forme dispersée et forme quenchée, il absorbe fortement dans
le domaine du spectre visible (ce qui permet de ne pas utiliser de lumiére UV potentiellement

dangereuse pour les utilisateurs), enfin il présente un trés bon rendement quantique.

L’utilisation d'un spray comme procédé de révélation a amené, au sein du chapitre 4, a la
caractérisation des gouttes produites par ce dispositif. Il a été mis en évidence I'existence de
plusieurs populations de gouttes de vitesses et de tailles différentes aux différentes distances
de travail pour la révélation d’empreinte. Parmi elles, il existe une gamme de distance de
révélation optimale entre 15 et 25 cm entre le spray et le support a révéler.

Les analyses de distributions de tailles et de vélocités de gouttes ont montré que plusieurs
conditions devaient étre respectées pour permettre une révélation de qualité. En premier, la
surface du support ne doit pas étre trop mouillée par la solution. Ceci implique que le volume
de gouttes déposées par unité de surface et de temps doit étre inférieur ou égale au flux de
solvant qui s’évapore. L’analyse des dynamiques de gouttes au sein du cone de spray a montré
qu’il existe a la fois de la coalescence de petites gouttes, et de la fragmentation (atomisation
secondaire) de grosses gouttes véloces. Ces échanges étant trop complexes a modéliser, nous
avons déterminé que la gamme de vélocité de goutte (aux abords immédiats de la surface aux

distances permettant une révélation d’empreinte efficace) est comprise entre 3 et 15 m.s™' avec
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un spray tel que celui que nous avons utilisé. Les distributions de tailles de gouttes observées
(inférieures a 30 microns de diametre) semblent convenir. Avec ces gammes de tailles de
gouttes présentant ces vélocités, les mécanismes de transfert de gouttes sur le support sont
vraisemblablement de 'impaction directe et de la turbulence de surface. De tels mécanismes
de transfert impliquent cependant qu’il sera impossible d’utiliser efficacement toutes les
gouttes produites par le spray et donc que des mesures de protection respiratoire adaptées
devront étre prises lors de 'utilisation de ce procédé sur scéne de crime (usage d'un masque
FFP2 au minimum). Enfin, un compromis de procédé différent par sédimentation (basse
vélocité de gouttes) a été testé avec succes. S’il est bien adapté aux usages en laboratoires, il

est inadapté aux usages en extérieur en raison de sa grande sensibilité aux courants d’air.

Enfin, la derniére partie du manuscrit a eu pour objectif de présenter le sujet sous un autre
angle de vue, plus « pratique », car le procédé de révélation est avant tout destiné a étre
utilisé directement in situ sur les scénes de crime par les forces de I'ordre. Ainsi, plusieurs
aspects de D'efficacité de révélation y ont été abordés comme l'utilisation de supports variés,
le possible post-traitement des échantillons ou encore la compatibilité du réactif utilisé avec

les protocoles d’extraction et de quantification de PADN contenu dans l‘empreinte.

Au bilan, cette thése a permis la mise en place et ’étude d’un systéme de brumisation pour
la révélation d’empreinte, par le biais de IDutilisation d’un aérographe. Le systéme
d’aérographe a été transposé par la société CST (Crime Science Technology) sous une autre

forme qui est actuellement en validation opérationnelle par les forces de I'ordre.

L’achevement de ce travail de these constitue une premiere étape dans la conception de
nouveaux procédés de révélation d’empreintes qui consistent a pulvériser des chromophores
sur une surface. L’optimisation de cette nouvelle méthode est une des suites du projet
Cyanospray et est actuellement prise en charge par différents acteurs au sein de celui-ci. A
ce titre, il est possible d’imaginer modifier le chromophore pour le rendre plus sélectif vis-a-
vis de certains composés de 'empreinte. On peut aussi mener des investigations plus poussées
sur les comportements des gouttes produites par 1'aérographe afin de mieux cerner les facteurs
limitant pour la révélation d’empreinte en vue de la transposition et de 'optimisation du

systeme.

161





162

Bibliographie

Rétérences bibliographiques

Les références sont citées en se basant sur le format ACS. Le numéro ISBN pour les

livres existant depuis les années 1980, il est disponible pour la plupart des livres utilisés

comme source dans ce manuscrit. Néanmoins, pour des livres datant d’avant la création de

ce numéro, les numéros ISBN ne sont pas disponibles si le livre n’a pas été réédité (références

(2) et (6)). De méme, certains ouvrages n’ayant pas vocation a étre vendu, ces derniers n’ont

pas de numéro ISBN (référence (7)).

(1)

(10)

(11)

CRISPINO-F. Le principe de locard est-il scientifique?; Univ Européenne, 2010.
ISBN 978-613-1-50482-2.

Nickolls, L. C. The Scientific Investigation of Crime; Butterworth: London, 1956.

U. S. D. of Justice; N. 1. of Justice. The Fingerprint Sourcebook; CreateSpace
Independent, Publishing Platform, 2012.
ISBN 978-1-4776-6476-6.

Champod, C.; Lennard, C. J.; Margot, P.; Stoilovic, M. Fingerprints and Other Ridge
Skin Impressions; CRC Press, 2004.
ISBN 978-0-203-48504-0.

Grzybowski, A.; Pietrzak, K. Jan Evangelista Purkynje (1787-1869): First to Describe
Fingerprints. Clin. Dermatol. 2015, 33 (1), 117-121.
https://doi.org/10.1016/j.clindermatol.2014.07.011.

Henry, S. E. R. Classification and Uses of Finger Prints; George Routledge and Sons,
1900.

Sonderegger, B.; Urs Peter, M. ; Bundesamt fir Polizeiwesen, S. Les empreintes
digitales: 1913-2013: un siecle au service de la Confédération; Office fédéral de la
police fedpol, 2013.

Empreintes digitales. Police Scientifique.

https://www.police-scientifique.com/empreintes-digitales.

Li, S. Z., Jain, A. K. Encyclopedia of Biometrics, 2nd ed.; Eds.; Springer US, 2015.
ISBN 978-1-4899-7487-7.

Pankanti, S.; Prabhakar, S.; Jain, A. On the Individuality of Fingerprints. Pattern
Anal. Mach. Intell. IEEE Trans. On 2002, 24, 1010-1025.
https://doi.org/10.1109/TPAMI.2002.1023799.

Neumann, C.; Evett, I. W.; Skerrett, J. Quantifying the Weight of Evidence from a
Forensic Fingerprint Comparison: A New Paradigm. J. R. Stat. Soc. Ser. A Stat. Soc.
2012, 175 (2), 371-415. https://doi.org/10.1111/j.1467-985X.2011.01027 x.

162





163

(12)

(17)

(20)

(21)

(22)

Bibliographie

Proceedings of the International Symposium on Fingerprint Detection and
Identification, June 26-30, 1995, Neurim, Israel; Almog, J., Springer, E., Mishteret
Yiéra’el, Eds.; Fingerprint detection and identification; Israel National Police:
Jerusalem, 1996; pp 287-304.

Desbrosse, X. Les empreintes digitales. Rev. Francoph. Lab. 2007, 2007 (392), 51-58.
https://doi.org/10.1016/S1773-035X(06)80639-8.

Meuwly, D. Forensic Evidence of Fingerprint; 2009; pp 528-535.
https://doi.org/10.1007/978-0-387-73003-5_ 181.

Busey, T.; Swofford, H. J.; Vanderkolk, J.; Emerick, B. The Impact of Fatigue on
Latent Print Examinations as Revealed by Behavioral and Eye Gaze Testing. Forensic
Sci. Int. 2015, 251, 202-208. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2015.03.028.

Win, K. N.; Li, K.; Chen, J.; Viger, P. F.; Li, K. Fingerprint Classification and
Identification Algorithms for Criminal Investigation: A Survey. Future Gener.
Comput. Syst. 2019. https://doi.org/10.1016/j.future.2019.10.019.

Singla, N.; Kaur, M.; Sofat, S. Automated Latent Fingerprint Identification System:
A Review. Forensic Sci. Int. 2020, 309, 110187.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2020.110187.

Messéant, V.; Nizou, P.; Villain, N. Les Empreintes Digitales. Master Didact.
Mathématiques Modélisation Univ. Paris VII 2006.

Arda, O.; Goéksugir, N.; Tizin, Y. Basic Histological Structure and Functions of
Facial Skin. Clin. Dermatol. 2014, 32 (1), 3-13.
https://doi.org/10.1016/j.clindermatol.2013.05.021.

Montagna, W.; Parakkal, P. F. The Structure and Function of Skin; Academic Press,
1974.
ISBN 978-0-12-505263-4.

Hicklin, R. A. Anatomy of Friction Ridge Skin. In Encyclopedia of Biometrics; Li, S.
Z., Jain, A., Eds.; Springer US: Boston, MA, 2009; pp 23-28.
https://doi.org/10.1007/978-0-387-73003-5_ 48.

Wickett, R. R.; Visscher, M. O. Structure and Function of the Epidermal Barrier.
Am. J. Infect. Control 2006, 34 (10), S98-S110.
https://doi.org/10.1016/j.ajic.2006.05.295.

Structure and Function of Skin | Biology for Majors II
https://courses.lumenlearning.com/wmopen-biology2/chapter /structure-and-

function-of-skin/.

163





164

(24)

(25)

(28)

(32)

(33)

(34)

Bibliographie

Baroni, A.; Buommino, E.; De Gregorio, V.; Ruocco, E.; Ruocco, V.; Wolf, R.
Structure and Function of the Epidermis Related to Barrier Properties. Clin.
Dermatol. 2012, 30 (3), 257-262. https://doi.org/10.1016/j.clindermatol.2011.08.007.

Madison, K. C. Barrier Function of the Skin: “La Raison d’Etre” of the Epidermis. J.
Invest. Dermatol. 2003, 121 (2), 231-241. https://doi.org/10.1046/j.1523-
1747.2003.12359 x.

Downing, D. T.; Strauss, J. S.; Pochi, P. E. Variability in the Chemical Composition
of Human Skin Surface Lipids*. J. Invest. Dermatol. 1969, 53 (5), 322-327.
https://doi.org/10.1038/jid.1969.157.

Haahti, F. Major Lipid Constituents of Human Skin Surface with Special Reference
to Gas-Chromatographic Methods. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1961, 13 Suppl 59, 1—
108.

Cadd, S.; Islam, M.; Manson, P.; Bleay, S. Fingerprint Composition and Aging: A
Literature Review. Sci. Justice 2015, 55 (4), 219-238.
https://doi.org/10.1016/j.scijus.2015.02.004.

Girod, A.; Xiao, L.; Reedy, B.; Roux, C.; Weyermann, C. Fingermark Initial
Composition and Aging Using Fourier Transform Infrared Microscopy (u-FTIR).
Forensic Sci. Int. 2015, 254, 185-196. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2015.07.022.

Greene, R. S.; Downing, D. T.; Pochi, P. E.; Strauss, J. S. Anatomical Variation in
the Amount and Composition of Human Skin Surface Lipid. J. Invest. Dermatol.
1970, 54 (3), 240-247. https://doi.org/10.1111/1523-1747.ep12280318.

Girod, A.; Ramotowski, R.; Weyermann, C. Composition of Fingermark Residue: A
Qualitative and Quantitative Review. Forensic Sci. Int. 2012, 223 (1), 10-24.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2012.05.018.

Asano, K. G.; Bayne, C. K.; Horsman, K. M.; Buchanan, M. V. Chemical Composition
of Fingerprints for Gender Determination. J. Forensic Sci. 2002, 47 (4), 1-3.
https://doi.org/10.1520/JFS15460.].

Cotterill, J. A.; Cunliffe, W. J.; Williamson, B.; Bulusu, L. Age and Sex Variation in
Skin Surface Lipid Composition and Sebum Excretion Rate. Br. J. Dermatol. 1972,
87 (4), 333-340. https://doi.org/10.1111/j.1365-2133.1972.tb07419.x.

Jacobsen, E.; Billings, J. K.; Frantz, R. A.; Kinney, C. K.; Stewart, M. E.; Downing,
D. T. Age-Related Changes in Sebaceous Wax Ester Secretion Rates in Men and
Women. J. Invest. Dermatol. 1985, 85 (5), 483-485. https://doi.org/10.1111/1523-
1747.ep12277224.

164





(36)

(37)

(38)

(40)

(41)

(46)

Bibliographie

Stewart, M. E.; Steele, W. A.; Downing, D. T. Changes in the Relative Amounts of
Endogenous and Exogenous Fatty Acids in Sebaceous Lipids During Early
Adolescence. J. Invest. Dermatol. 1989, 92 (3), 371-378.
https://doi.org/10.1111/1523-1747.ep12277212.

Archer, N. E.; Charles, Y.; Elliott, J. A.; Jickells, S. Changes in the Lipid Composition
of Latent Fingerprint Residue with Time after Deposition on a Surface. Forensic Sci.
Int. 2005, 154 (2), 224-239. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.09.120.

Croxton, R. S.; Baron, M. G.; Butler, D.; Kent, T.; Sears, V. G. Variation in Amino
Acid and Lipid Composition of Latent Fingerprints. Forensic Sci. Int. 2010, 199 (1),
93-102. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2010.03.019.

Croxton, R. S.; Baron, M. G.; Butler, D.; Kent, T.; Sears, V. G. Development of a
GC-MS Method for the Simultaneous Analysis of Latent Fingerprint Components™®.
J. Forensic Sci. 2006, 51 (6), 1329-1333. https://doi.org/10.1111/j.1556-
4029.2006.00203.x.

Siegel, J. Forensic Chemistry: Fundamentals and Applications; John Wiley & Sons,
2015.
ISBN 978-1-118-89772-0.

Police-Scientifique.com. Techniques de révélation des traces papillaires. Police
Scientifique, 2013.

https://www.police-scientifique.com/empreintes-digitales/techniques-de-revelation/.

Sodhi, G. S.; Kaur, J. Powder Method for Detecting Latent Fingerprints: A Review.
Forensic  Sci. Int. 2001, 120 (3), 172-176. https://doi.org/10.1016/S0379-
0738(00)00465-5.

Odén, S.; Hofsten, B. V. Detection of Fingerprints by the Ninhydrin Reaction. Nature
1954, 173 (4401), 449-450. https://doi.org/10.1038,/173449a0.

Crown, D. A. The Development of Latent Fingerprints with Ninhydrin. J. Crim. Law
Criminol. Police Sci. 1969, 60 (2), 258-264. https://doi.org/10.2307/1142254.

McCaldin, D. J. The Chemistry of Ninhydrin. Chem. Rev. 1960, 60 (1), 39-51.
https://doi.org/10.1021 /cr60203a004.

Fink, J. K. Chapter 13 - Cyanoacrylates. In Reactive Polymers Fundamentals and
Applications (Second Edition); Fink, J. K., Ed.; Plastics Design Library; William
Andrew Publishing: Oxford, 2013; pp 317-330. https://doi.org/10.1016 /B978-1-4557-
3149-7.00013-9.

Cyanoacrylates - Société Chimique de France

https://www.societechimiquedefrance.fr/Cyanoacrylates.html.

165





166

(47)

(48)

(49)

(58)

Bibliographie

Czekanski, P.; Fasola, M.; Allison, J. A Mechanistic Model for the Superglue Fuming
of Latent Fingerprints. J. Forensic Sci. 2006, 51 (6), 1323-1328.
https://doi.org/10.1111/j.1556-4029.2006.00258.x.

Wargacki, S. P.; Lewis, L. A.; Dadmun, M. D. Enhancing the Quality of Aged Latent
Fingerprints Developed by Superglue Fuming: Loss and Replenishment of Initiator.
J.  Forensic Sci. 2008, 53 (5), 1138-1144. https://doi.org/10.1111/j.1556-
4029.2008.00822.x.

Wargacki, S. P.; Lewis, L. A.; Dadmun, M. D. Understanding the Chemistry of the
Development of Latent Fingerprints by Superglue Fuming. J. Forensic Sci. 2007, 52
(5), 1057-1062. https://doi.org/10.1111/j.1556-4029.2007.00527 x.

Hirth, S.; Royds, D. Stabilisation of Charred Documents Using Alkyl-2-Cyanoacrylate
Ester (Superglue Fuming). Aust. J. Forensic Sci. 2013, 45 (1), 103-105.
https://doi.org/10.1080/00450618.2012.677065.

Prete, C.; Galmiche, L.; Quenum-Possy-Berry, F.-G.; Allain, C.; Thiburce, N.; Colard,
T. LumicyanoTM: A New Fluorescent Cyanoacrylate for a One-Step Luminescent
Latent Fingermark Development. Forensic Sci. Int. 2013, 233 (1-3), 104-112.
https://doi.org/10.1016 /j.forsciint.2013.07.008.

Bell, J. The Polymerase Chain Reaction. Immunol. Today 1989, 10 (10), 351-355.
https://doi.org/10.1016/0167-5699(89)90193-X.

McDonell, V. G. Atomization and Sprays; CRC Press, 2017.
ISBN 978-1-315-12091-1.

Multi-hole nozzles - Audi Technology Portal
https://www.audi-technology-portal.de/en/drivetrain/tdi-engines /multi-hole-nozzles.

Side View of Spray from a Diesel Engine Fuel Injector. Image Shot 2006. GAP Diesel
Solutions | National Injector re-manufacture specialist, 2018.
https://gapdieselsolutions.co.uk/side-view-of-spray-from-a-diesel-engine-fuel-injector-

image-shot-2006-exact-date-unknown-3/.

Kid Wizzard Snow Guns by SMI

https://www.snowmakers.com /kid-wizzard-snowmaker.html.

Care and feeding of fire sprinkler systems
https://www.pmmag.com/articles/102127-care-and-feeding-of-fire-sprinkler-

systems?v=preview.

Fire Sprinkler Systems | Sirina Fire Protection.

https://www.sirinafire.com /fire-sprinkler-systems/.

166





(60)

(64)

(65)

(71)

Bibliographie

Ashgriz, N. Handbook of Atomization and Sprays: Theory and Applications; Ed.;
Springer US, 2011.
ISBN 978-1-4419-7263-7.

Ghassemieh, E.; Versteeg, H.; Acar, M. The Effect of Nozzle Geometry on the Flow
Characteristics of Small Water Jets. Arch. Proc. Inst. Mech. Eng. Part C J. Mech.
Eng. Sci. 1989-1996 Vols 203-210 2006, 220.
https://doi.org/10.1243/0954406JMES430.

Blaze. Introduction to Airbrushes | Airbrush Basics. Damaged by Design, 2018.
http://blaze.re/airbrush-introduction/.

Airbrushes
http://www.hoslotcarz.com/19/post /2016 /05 /airbrushes.html.

Lightfoot, M. FUNDAMENTAL CLASSIFICATION OF ATOMIZATION
PROCESSES. At. Sprays 2009, 19 (11).
https://doi.org/10.1615/AtomizSpr.v19.i11.50.

Boédec, T. Caractérisation d’'un Spray Dense et a Grande Vitesse Par Diagnostics

Optiques. thesis, Ecully, Ecole centrale de Lyon, 1999.

Spray description
https://spray-imaging.com/spray-description.html.

Marty, S. Contribution a ’étude de I'atomisation Assistée d’un Liquide : Instabilité

de Cisaillement et Génération Du Spray. thesis, Grenoble Alpes, 2015.

Mandumpala devassy, B. Atomization Modeling of Liquid Jets Using an Eulerian-
Eulerian Model and a Surface Density Approach. thesis, Aix-Marseille, 2013.

Reitz, R.; Bracco, F. Mechanisms of Breakup of Round Liquid Jets. Encycl. Fluid
Mech. 1986, 3.

Marmottant, P. Atomisation d’un jet liquide par un courant gazeux. thesis, Institut
National Polytechnique de Grenoble - INPG, 2001.

Pilch, M.; Erdman, C. A. Use of Breakup Time Data and Velocity History Data to
Predict the Maximum Size of Stable Fragments for Acceleration-Induced Breakup of
a Liquid Drop. Int. J. Multiph. Flow 1987, 13 (6), 741-757.
https://doi.org/10.1016/0301-9322(87)90063-2.

Bach, G. A.; Koch, D. L.; Gopinath, A. Coalescence and Bouncing of Small Aerosol
Droplets. J. Fluid Mech. 2004, 518, 157-185.
https://doi.org/10.1017/S0022112004000928.

Brenn, G.; Frohn, A. Collision and Coalescence of Droplets of Various Liquids. J.
Aerosol Sci. 1989, 20 (8), 1027-1030. https://doi.org/10.1016/0021-8502(89)90753-2.

167





(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(82)

Bibliographie

Orme, M. Experiments on Droplet Collisions, Bounce, Coalescence and Disruption.
Prog. Energy Combust. Sci. 1997, 23 (1), 65-79. https://doi.org/10.1016,/S0360-
1285(97)00005-1.

Laborde, J. C. LE COMPORTEMENT DES AEROSOLS: DE L'INSTALLATION
A ’ENVIRONNEMENT. 11.

Ramasastry, P.; Downing, D. T.; Pochi, P. E.; Strauss, J. S. Chemical Composition
of Human Skin Surface Lipids from Birth to Puberty. J. Invest. Dermatol. 1970, 54
(2), 139-144. https://doi.org/10.1111/1523-1747.ep12257164.

Pochi, P. E.; Strauss, J. S.; Downing, D. T. Age-Related Changes in Sebaceous Gland
Activity. J. Invest. Dermatol. 1979, 73 (1), 108-111. https://doi.org/10.1111/1523-
1747.ep12532792.

Reinholz, A. D. Albumin Development Method to Visualize Friction Ridge Detail on
Porous Surfaces. J. Forensic Identif. 2008, 58, 524-539.

Thomas, G. L. The Physics of Fingerprints and Their Detection. J. Phys. [E] 1978,
11 (8), 722-731. https://doi.org/10.1088/0022-3735/11/8/002.

Thomas, G. L. The Resistivity of Fingerprint Material. J. Forensic Sci. Soc. 1975, 15
(2), 133-135. https://doi.org/10.1016/S0015-7368(75)70967-2.

Fieldhouse, S. Consistency and Reproducibility in Fingermark Deposition. Forensic
Sci. Int. 2011, 207 (1), 96-100. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2010.09.005.

Livage, J.; Henry, M.; Sanchez, C. Sol-Gel Chemistry of Transition Metal Oxides.
Prog. Solid State Chem. 1988, 18 (4), 259-341. https://doi.org/10.1016/0079-
6786(88)90005-2.

Euvananont, C.; Junin, C.; Inpor, K.; Limthongkul, P.; Thanachayanont, C. TiO2
Optical Coating Layers for Self-Cleaning Applications. Ceram. Int. 2008, 34 (4), 1067—
1071. https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2007.09.043.

Li, R. Evaluation of Photocatalytic Activity of Porous Films by In-Situ

Environmental Ellipsometric Analysis. thesis, Paris 6, 2016.

Bumbrah, G. S. Cyanoacrylate Fuming Method for Detection of Latent Fingermarks:
A Review. Egypt. J. Forensic Sci. 2017, 7 (1). https://doi.org/10.1186/s41935-017-
0009-7.

Loudet, A.; Burgess, K. BODIPY Dyes and Their Derivatives: Syntheses and
Spectroscopic Properties. Chem. Rev. 2007, 107 (11), 4891-4932.
https://doi.org/10.1021/cr078381n.

168





169

(86)

(83)

(94)

Bibliographie

Grazon, C. Elaboration de nanoparticules fluorescentes a base de BODIPY par
polymérisation =~ RAFT en  miniémulsion: synthése, caractérisation et
fonctionnalisation de surface. phdthesis, Ecole normale supérieure de Cachan - ENS
Cachan, 2012.

Vu, T.-T. Optimisation des propriétés émissives du BODIPY en phase condensée par
modulation de la nature des substituants. thesis, Ecole normale supérieure de Cachan
- ENS Cachan, 2011.

Treibs, A.; Kreuzer, F.-H. Difluorboryl-Komplexe von Di- und Tripyrrylmethenen.
Justus Liebigs Ann. Chem. 1968, 718 (1), 208-223.
https://doi.org/10.1002/jlac.19687180119.

Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3rd ed.; Springer US, 2006.
ISBN 978-0-387-31278-1.

Wegner, D. K. Forster Resonance Energy Transfer from Terbium Complexes to
Quantum Dots for Multiplexed Homogeneous Immunoassays and Molecular Rulers.
thesis, Université Paris Sud - Paris XI, 2015.

Nepomnyashchii, A. B.; Broring, M.; Ahrens, J.; Bard, A. J. Synthesis, Photophysical,
Electrochemical, and Electrogenerated Chemiluminescence Studies. Multiple
Sequential Electron Transfers in BODIPY Monomers, Dimers, Trimers, and Polymer.
J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (22), 8633-8645. https://doi.org/10.1021/ja2010219.

Arbeloa, T. L.; Arbeloa, F. L.; Arbeloa, I. L.; Garcia-Moreno, I.; Costela, A.; Sastre,
R.; Amat-Guerri, F. Correlations between Photophysics and Lasing Properties of
Dipyrromethene-BF2 Dyes in Solution. Chem. Phys. Lett. 1999, 299 (3), 315-321.
https://doi.org/10.1016,/S0009-2614(98)01281-0.

Isaksson, M.; Kalinin, S.; Lobov, S.; Ny, T.; Johansson, L. B.-A. An Environmental-
Sensitive BODIPY®-Derivative with Bioapplication: Spectral and Photophysical
Properties. J. Fluoresc. 2003, 13 (5), 379-384.
https://doi.org/10.1023/A:1026156605013.

Vu, T. T.; Dvorko, M.; Schmidt, E. Y.; Audibert, J.-F.; Retailleau, P.; Trofimov, B.
A.; Pansu, R. B.; Clavier, G.; Méallet-Renault, R. Understanding the Spectroscopic
Properties and Aggregation Process of a New Emitting Boron Dipyrromethene
(BODIPY). J. Phys. Chem. C 2013, 117 (10), 5373-5385.
https://doi.org/10.1021/jp3097555.

169



https://doi.org/10.1016/S0009-2614(98)01281-0



(98)

(100)

(101)

(102)

(103)

(104)

Bibliographie

Periasamy, N. Chapter 2 Heterogeneity of Fluorescence Determined by the Method
of Area-Normalized Time-Resolved Emission Spectroscopy. In Methods in
Enzymology; Fluorescence Spectroscopy; Academic Press, 2008; Vol. 450, pp 21-35.
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(08)03402-2.

Boldyrev, 1. A.; Zhai, X.; Momsen, M. M.; Brockman, H. L.; Brown, R. E.;
Molotkovsky, J. G. New BODIPY Lipid Probes for Fluorescence Studies of
Membranes. J. Lipid Res. 2007, 48 (7), 1518-1532.

https://doi.org/10.1194/jlr. M600459-JLR200.

van Meer, G.; Voelker, D. R.; Feigenson, G. W. Membrane Lipids: Where They Are
and How They Behave. Nat. Rev. Mol Cell Biol. 2008, 9 (2), 112-124.
https://doi.org/10.1038 /nrm2330.

McMullen, T. P. W.; Lewis, R. N. A. H.; McElhaney, R. N. Cholesterol-Phospholipid
Interactions, the Liquid-Ordered Phase and Lipid Rafts in Model and Biological
Membranes. Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2004, 8 (6), 459-468.
https://doi.org/10.1016/j.cocis.2004.01.007.

Higgins, D. A.; Barbara, P. F. Excitonic Transitions in J-Aggregates Probed by near-
Field Scanning Optical Microscopy. J. Phys. Chem. 1995, 99 (1), 3-T.
https://doi.org/10.1021/j100001a002.

Vacha, M.; Saeki, M.; Furuki, M.; Pu, L. S.; Hashizume, K.; Tani, T. Optical
Properties of Individual Nanostructures of Molecular J-Aggregates. J. Lumin. 2002,
98 (1), 35-40. https://doi.org/10.1016/50022-2313(02)00248-X.

Mikhalyov, I.; Bogen, S.-T.; Johansson, L. B.-A. Donor-Donor Energy Migration
(DDEM) as a Tool for Studying Aggregation in Lipid Phases. Spectrochim. Acta. A.
Mol. Biomol. Spectrosc. 2001, 57 (9), 1839-1845. https://doi.org/10.1016/S1386-
1425(01)00411-5.

Vu, T.; Clavier, G.; Trofimov, B.; Méallet-Renault, R.; Kuimova, M. Tuning BODIPY
Molecular Rotors into the Red: Sensitivity to Viscosity: Vs. Temperature. J Mater
Chem C 2015, 4. https://doi.org/10.1039/C5TC02954F .

Callis, P. R. Binding Phenomena and Fluorescence Quenching. I: Descriptive
Quantum Principles of Fluorescence Quenching Using a Supermolecule Approach. J.
Mol. Struct. 2014, 1077, 14-21. https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2014.04.050.

Sympatec | Analysers for Particle Size and Shape
https://www.sympatec.com/en/.

170





(107)

(108)

(109)

(110)

(111)

(112)

(113)

(114)

Bibliographie

GmbH, L. LaVision
https://www.lavision.de/fr/.

Cochet, M. Evaporation de Gouttelettes Polydispersées Dans Un Ecoulement de
Canal Fortement Turbulent : Analyse de La Formation Du Mélange Diphasique Par
Imagerie de Fluorescence. thesis, Toulouse, INPT, 2007.

Canu, R.; Puggelli, S.; Essadki, M.; Duret, B.; Menard, T.; Massot, M.; Reveillon, J.;
Demoulin, F. X. Where Does the Droplet Size Distribution Come From? Int. J.
Multiph. Flow 2018, 107, 230-245.
https://doi.org/10.1016/j.ijmultiphaseflow.2018.06.010.

Shinjo, J.; Umemura, A. Simulation of Liquid Jet Primary Breakup: Dynamics of
Ligament and Droplet Formation. Int. J. Multiph. Flow 2010, 36 (7), 513-532.
https://doi.org/10.1016/j.ijmultiphaseflow.2010.03.008.

Varga, C. M.; Lasheras, J. C.; Hopfinger, E. J. Initial Breakup of a Small-Diameter
Liquid Jet by a High-Speed Gas Stream. J. Fluid Mech. 2003, 497, 405-434.
https://doi.org/10.1017/S0022112003006724.

Déjean, B.; Berthoumieu, P.; Gajan, P. Experimental Study on the Influence of Liquid
and Air Boundary Conditions on a Planar Air-Blasted Liquid Sheet, Part II:
Prefilming Zone Length. Int. J. Multiph. Flow 2016, 79, 214-224.
https://doi.org/10.1016/j.ijmultiphaseflow.2015.09.001.

Jing, L.; Xu, X. Direct Numerical Simulation of Secondary Breakup of Liquid Drops.
Chin. J. Aeronaut. 2010, 23 (2), 153-161. https://doi.org/10.1016/S1000-
9361(09)60199-0.

Wu, P.-K.; Kirkendall, K. A.; Fuller, R. P.; Nejad, A. S. Breakup Processes of Liquid
Jets in  Subsonic Crossflows. J. Propuls. Power 1997, 13 (1), 64-73.
https://doi.org/10.2514/2.5151.

Urbéan, A.; Zaremba, M.; Maly, M.; Jozsa, V.; Jedelsky, J. Droplet Dynamics and Size
Characterization of High-Velocity Airblast Atomization. Int. J. Multiph. Flow 2017,
95, 1-11. https://doi.org/10.1016/j.ijmultiphaseflow.2017.02.001.

Dahal, J.; McFarland, J. A. A Numerical Method for Shock Driven Multiphase Flow
with Evaporating Particles. J. Comput. Phys. 2017, 344, 210-233.
https://doi.org/10.1016/j.jcp.2017.04.074.

171





(116)

(117)

(118)

(119)

(120)

(121)

(122)

(123)

(124)

Bibliographie

Legrand, M.; Nogueira, J.; Lecuona, A.; Hernando, A. Single Camera Volumetric
Shadowgraphy System for Simultaneous Droplet Sizing and Depth Location,
Including Empirical Determination of the Effective Optical Aperture. Exp. Therm.
Fluid Sci. 2016, 76, 135-145. https://doi.org/10.1016/j.expthermflusci.2016.03.018.

Li, C.; Lv, Q.; Wu, Y.; Wu, X.; Tropea, C. Measurement of Transient Evaporation
of an Ethanol Droplet Stream with Phase Rainbow Refractometry and High-Speed
Microscopic Shadowgraphy. Int. J. Heat Mass Transf. 2020, 146, 118843.
https://doi.org/10.1016/j.ijheatmasstransfer.2019.118843.

Cafaggi, G.; Jensen, P. A.; Clausen, S.; Glarborg, P.; Dam-Johansen, K. Spillback
Nozzle Characterization Using Pulsating LED Shadowgraphy. Exp. Therm. Fluid Sci.
2020, 119, 110172. https://doi.org/10.1016 /j.expthermflusci.2020.110172.

Huck, P.; Machicoane, N.; Volk, R. A Cost-Efficient Shadow Particle Tracking
Velocimetry Setup Suitable for Tracking Small Objects in a Large Volume. Procedia
IUTAM 2017, 20, 175-182. https://doi.org/10.1016/j.piutam.2017.03.024.

Tauro, F.; Piscopia, R.; Grimaldi, S. PTV-Stream: A Simplified Particle Tracking
Velocimetry Framework for Stream Surface Flow Monitoring. CATENA 2019, 172,
378-386. https://doi.org/10.1016/j.catena.2018.09.009.

Almendarez-Rangel, P.; Morales-Cruzado, B.; Sarmiento-Gémez, E.; Romero-Méndez,
R.; Pérez-Gutiérrez, F. G. A Microflow Velocity Measurement System Based on
Optical Tweezers: A Comparison Using Particle Tracking Velocimetry. Eur. J. Mech.
- BFluids 2018, 72, 561-566. https://doi.org/10.1016/j.euromechflu.2018.08.004.

Zhao, Y.; Ma, X.; Zhang, C.; Wang, H.; Zhang, Y. 3D Real-Time Volumetric Particle
Tracking Velocimetry — A Promising Tool for Studies of Airflow around High-Rise
Buildings. Build. Environ. 2020, 178, 106930.
https://doi.org/10.1016/j.buildenv.2020.106930.

Dvorjetski, A.; Greenberg, J. B. Analysis of Steady State Polydisperse Counterflow
Spray Diffusion Flames in the Large Stokes Number Limit. Proc. Combust. Inst. 2009,
32 (2), 2205-2214. https://doi.org/10.1016/j.proci.2008.06.012.

Meyer, M.; Caruso, F.; Lupoi, R. Particle Velocity and Dispersion of High Stokes
Number Particles by PTV Measurements inside a Transparent Supersonic Cold Spray
Nozzle. Int. J. Multiph. Flow 2018, 106, 296-310.
https://doi.org/10.1016/j.ijmultiphaseflow.2018.05.018.

Hess, D. Nebulizers: Principles and Performance. Respir. Care 2000, 45, 609-622.

172





(125)

(126)

(127)

(128)

(129)

(130)

(131)

(132)

(133)

(134)

(135)

Bibliographie

Tekceleo : Capteurs et actionneurs piézoélectriques

https://www.tekceleo.fr/.

Coste, G. Aérosolthérapie par nébulisation : formes, indications et trajet du
médicament. Actual. Pharm. 2018, 57 (581), 47-52.
https://doi.org/10.1016/j.actpha.2018.10.010.

RALSTON, A. W.; HOERR, C. W. THE SOLUBILITIES OF THE NORMAL
SATURATED FATTY ACIDS. J. Org. Chem. 1942, 07 (6), 546-555.
https://doi.org/10.1021/jo01200a013.

Diaz Garcia, M. E.; Badia-Laifio, R. Fluorescence | Time-Resolved Fluorescence. In
Encyclopedia of Analytical Science (Third Edition); Worsfold, P., Poole, C.,
Townshend, A., Mir6é, M., Eds.; Academic Press: Oxford, 2019; pp 327-340.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.11183-7.

Berberan-Santos, M. N.; Valeur, B. Luminescence Decays with Underlying
Distributions: General Properties and Analysis with Mathematical Functions. J.
Lumin. 2007, 126 (2), 263-272. https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2006.07.004.

Berberan-Santos, M. N. A Luminescence Decay Function Encompassing the Stretched
Exponential and the Compressed Hyperbola. Chem. Phys. Lett. 2008, 460 (1), 146—
150. https://doi.org/10.1016/j.cplett.2008.06.023.

Berberan-Santos, M. N.; Bodunov, E. N.; Valeur, B. Mathematical Functions for the
Analysis of Luminescence Decays with Underlying Distributions 1. Kohlrausch Decay
Function (Stretched Exponential). Chem. Phys. 2005, 315 (1), 171-182.
https://doi.org/10.1016/j.chemphys.2005.04.006.

Kierdaszuk, B. From Discrete Multi-Exponential Model to Lifetime Distribution
Model and Power Law Fluorescence Decay Function. J. Spectrosc. 2010, 24.
https://doi.org/10.3233 /SPE-2010-0460.

Wtodarczyk, J.; Kierdaszuk, B. Interpretation of Fluorescence Decays Using a Power-
like Model. Biophys. J. 2003, 85 (1), 589-598. https://doi.org/10.1016/S0006-
3495(03)74503-2.

Sylvestre, A. Caractérisation de l'aérosol industriel et quantification de sa

contribution aux PM 2.5 atmosphériques. thesis, Aix-Marseille université, 2016.

CFA Aerosols - L’aérosol, de la conception a l'utilisation. Comité Francais des
Aerosols.

https:/ /www.cfa-aerosol.com/laerosol-de-la-conception-a-lutilisation /.

173





(137)

(138)

(139)

(140)

(141)

(142)

(143)

(144)

Bibliographie

Kulkarni, P.; Baron, P. A.; Willeke, K. Aerosol Measurement: Principles, Techniques,
and Applications, 3rd Edition.; Wiley—Blackwell: Hoboken, N.J, 2011.
ISBN 978-0-470-38741-2.

Roberts, J.; Middleton, A. Genetics in the 21st Century: Implications for Patients,
Consumers and Citizens. F1000Research 2018, 6.
https://doi.org/10.12688 /f1000research.12850.2.

Saad, R. Discovery, Development, and Current Applications of DNA Identity Testing.
Proc. Bayl. Univ. Med. Cent. 2005, 18 (2), 130-133.

Williams, R.; Johnson, P. Genetic Policing: The Uses of DNA in Police Investigations.
Genet. Polic. Uses DNA Police Investig. 2013, 1-198.
https://doi.org/10.4324/9781843925576.

Garibyan, L.; Avashia, N. Research Techniques Made Simple: Polymerase Chain
Reaction (PCR). J. Invest. Dermatol. 2013, 133 (3), e6.
https://doi.org/10.1038/jid.2013.1.

Ishmael, F. T.; Stellato, C. Principles and Applications of Polymerase Chain Reaction:
Basic Science for the Practicing Physician. Ann. Allergy. Asthma. Immunol. 2008,
101 (4), 437-443. https://doi.org/10.1016/S1081-1206(10)60323-7.

Pestana, E. A.; Belak, S.; Diallo, A.; Crowther, J. R.; Viljoen, G. J. Real-Time PCR
— The Basic Principles. In Early, rapid and sensitive veterinary molecular diagnostics
- real time PCR applications, Pestana, E., Belak, S., Diallo, A., Crowther, J. R.,
Viljoen, G. J., Eds.; Springer Netherlands: Dordrecht, 2010; pp 27-46.
https://doi.org/10.1007/978-90-481-3132-7__3.

Ninove, L. Approche Optimisée Du Diagnostic Moléculaire Des Infections Virales :
Application a La Pandémie de Grippe A/HINI. thesis, Aix-Marseille 2, 2011.

Garnier, F.; Burucoa, C.; Lanotte, P. Chapitre 4 - Biologie moléculaire: application a
la détection, a I'identification et au génotypage. In Bactériologie Médicale (Deuxiéme
Edition); Denis, F., Ploy, M.-C., Martin, C., Bingen, E., Quentin, R., Eds.; Elsevier
Masson: Paris, 2011; pp 43-63. https://doi.org/10.1016 /B978-2-294-09668-6.00004-4.

174





