UE M.IS.833 Imagerie Biomédicale et Interactions Lumière-Tissus (IBILT)
EC2 Optique Biomédicale et Interactions Lumière-Tissus (OBILT)

Travaux Pratiques n°1
Etude spectrophotométrique de solutions absorbantes (et diffusantes)

Objectifs :
· Comprendre le principe de fonctionnement d’un dispositif de spectrométrie optique et savoir le mettre en œuvre (calibrage, mesures)
· Définir et conduire des protocoles de mesure sur différentes solutions aqueuses composées de différents absorbeurs (encre et café) et diffuseur (lait), utilisés notamment dans la confection de de fantômes optiques pour mimer les propriétés optiques des chromophores de tissus biologiques
· Etre capable de calculer des concentrations ainsi que des coefficients d’absorption
· Savoir interpréter les mesures en absorbance/transmission et analyser les spectres acquis.

Matériels
· Spectromètre USB SpectroVioII-HD (Jeulin) + 1 porte-cuve + cuvette 1cm
· Eau déminéralisée (ED), marque Mieuxa
· Micropipettes 10-100µL (0,4% max) et 100-1000µL (0,4% max), marque eppendorf
· Balance de précision Pioneer PR224M (220g max, 0,1mg), marque Ohaus 
· Encre de Chine noire (EC) Black Star, marque Dr. Ph. Martin’s 
· Café soluble lyophilisé (CS) en sachet individuel, marque Carte Noire
· Lait de chèvre demi-écrémé, marque Lactel

Rappels de définitions
Masse molaire MM (g/mol) = masse d’une mole de substance
Concentration molaire CM (mole/L) = nombres de moles de soluté par volume de solvant
Concentration massique volumique CMV (g/L) = masse de soluté par volume de solvant
Concentration volumique CV (% V/V ou pourcentage volume sur volume) = volume de soluté par rapport au volume total de la solution.

Prise en main des équipements
· Spectromètre SpectroVioII-HD : suivre les consignes de mise en œuvre du Manuel utilisateur (p. 4-9)
· Micropipettes : règles de bonne pratique pour l’utilisation des micropipettes
Toujours maintenir les pipettes verticales
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Etape 1 : Appuyer sur le bouton poussoir jusqu’au 1er cran
Etape 2 : Plonger d’environ 1cm l’embout dans le liquide puis relâcher lentement le bouton poussoir. Retirer l’embout en l’appliquant contre le rebord du réservoir afin d’éliminer le liquide en excès
Etape 3 : Distribuer le liquide en appuyant doucement sur le bouton poussoir jusqu’au 1er cran. Marquer un temps d’arrêt d’environ 1 seconde, puis enfoncer le bouton poussoir jusqu’au 2ème cran. Cette action videra complètement l’embout. 
Etape 4 : Relâcher le bouton jusqu’à sa position de repos. Changer l’embout si nécessaire, puis continuer le pipetage.
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Protocole 1 : Etudier les propriétés d’absorption de l’encre de chine
· Préparer 10 mL d’une solution mère SMEC d’encre de chine (EC) + eau déminéralisée (ED) à la concentration volumique  (vol/vol).
· Enregistrer les courbes spectrales d’Absorbance  et de Transmission  pour les concentrations volumiques  suivantes :
	
	0,1 (=SMEC)
	0,05
	0,025
	0,0125
	0,00625
	0,00313
	0,00156
	0,00078


Tip : pour diviser  par 2 à chaque étape, on retire 1,5 mL de la cuvette puis on ajoute 1,5 mL ED
· Calculer et tracer les courbes de coefficient d’absorption  correspondantes. Commenter.
· Tracer la courbe de linéarité de  en fonction de  pour une longueur d’onde choisie. Justifier et conclure.

Protocole 2 : Etudier l’impact de la diffusion sur la mesure de l’absorption de l’encre de chine
· A partir de la solution mère SMEC, préparer 3 mL de solution à la concentration .
· Enregistrer les courbes spectrales d’Absorbance  et de Transmission  lorsque l’on ajoute les volumes de lait ci-dessous dans la cuvette (de 0 à 30 µL par pas de 5  µL).
	Lait ajouté (µL)
	0
	5
	10
	15
	20
	25
	30

	
	0
	
	
	
	
	
	


· Calculer les concentrations volumiques de lait ajouté  correspondantes puis tracer la courbe de de  en fonction de  pour la longueur d’onde choisie précédemment. Commenter et conclure.

Protocole 3 : Fabriquer un fantôme optique liquide mimant l’absorption de l’épiderme humain
NB. Le café est utilisé en recherche scientifique pour la fabrication de fantômes optiques de peau humaine car la forme de son spectre d’absorption ressemble à celui de la mélanine.
· Préparer 50 mL d’une solution mère SMCS de café soluble (CS) + eau déminéralisée (ED) à la concentration massique volumique .
· Enregistrer et tracer les courbes spectrales d’absorbance  et de coefficient d’absorption  correspondantes, pour les concentrations volumiques  suivantes :
	
	100 (=SMCS)
	50
	25
	12,5
	6,25

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


· En vous basant sur les valeurs calculées de  à 550 nm pour les différentes concentrations, tracer une courbe de correspondance linéaire  puis en extraire les 4 valeurs de  correspondant aux 4 coefficients d’absorption de l’épiderme  associés aux phototypes cutanés I à IV (cf. tableau).
· Préparer les 4 solutions correspondant à ces 4 valeurs de  puis enregistrer les courbes d’absorbance correspondantes et tracer les courbes spectrales des coefficients d’absorption. Commenter, analyser et conclure.
	Phototype
	I
	II
	III
	IV

	 (cm-1)
	0,1
	0,35
	0,7
	1

	 (vol/vol)
	
	
	
	







Travaux Pratiques n°2
Etude spectrophotométrique de solutions absorbantes et fluorescentes

Objectifs :
· Comprendre le principe de fonctionnement d’un dispositif de spectrométrie optique et savoir le mettre en œuvre (calibrage, mesures)
· Définir et conduire des protocoles de mesure sur différentes solutions aqueuses composées de d’absorbeur (bleu de méthylène) et de colorant fluorescent (Rhodamine B)
· Etre capable de calculer des concentrations ainsi que des coefficients d’absorption
· Savoir interpréter les mesures en absorbance/transmission et analyser les spectres acquis, entre eux et en comparaison aux connaissances théoriques

Matériels
· 1 spectromètre USB /Bluetooth (Jeulin) + 1 porte-cuve + cuvette 1cm
· Eau déminéralisée (ED), marque Mieuxa
· Micropipettes 10-100µL (0,4% max) et 100-1000µL (0,4% max), marque eppendorf
· Balance de précision Pioneer PR224M (220g max, 0,1mg), marque Ohaus 
· Bleu de Méthylène (BM), masse molaire du BM = 319,85 g/mol
· Rhodamine B (RB) : solution mère ED + RB SMRB à 0,2g/L

Rappels de définitions
Masse molaire MM (g/mol) = masse d’une mole de substance
Concentration molaire CM (mole/L) = nombres de moles de soluté par volume de solvant
Concentration massique volumique CMV (g/L) = masse de soluté par volume de solvant
Concentration volumique CV (% V/V ou pourcentage volume sur volume) = volume de soluté par rapport au volume total de la solution.

Prise en main des équipements
· Spectromètre SpectroVioII-HD : suivre les consignes de mise en œuvre du Manuel utilisateur (p. 4-9)
· Micropipettes : règles de bonne pratique pour l’utilisation des micropipettes
Toujours maintenir les pipettes verticales
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Etape 1 : Appuyer sur le bouton poussoir jusqu’au 1er cran
Etape 2 : Plonger d’environ 1cm l’embout dans le liquide puis relâcher lentement le bouton poussoir. Retirer l’embout en l’appliquant contre le rebord du réservoir afin d’éliminer le liquide en excès
Etape 3 : Distribuer le liquide en appuyant doucement sur le bouton poussoir jusqu’au 1er cran. Marquer un temps d’arrêt d’environ 1 seconde, puis enfoncer le bouton poussoir jusqu’au 2ème cran. Cette action videra complètement l’embout. 
Etape 4 : Relâcher le bouton jusqu’à sa position de repos. Changer l’embout si nécessaire, puis continuer le pipetage.
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Protocole 1 : Etudier les propriétés d’absorption du Bleu de Méthylène
· Connaissant la masse molaire Bleu de Méthylène (BM), préparer 50 mL d’une solution mère SMBM de BM + eau déminéralisée (ED) à la concentration molaire 
· Enregistrer les courbes d’Absorbance  et de Transmission  pour les 8 concentrations volumiques relatives  (vol/vol) de SMBM dans l’eau distillée suivantes :
	
	100* (=SMBM)
	50
	25
	12,5
	6,25
	3,125
	1,562
	0,781


Tip :  on dilue en multipliant le volume d’eau par 2 à chaque étape
· Comparer les courbes d’absorbance mesurées avec les courbes théoriques calculées à partir du spectre d’extinction molaire du BM . Commenter les écarts éventuels et proposer une méthode de correction le cas échéant.
· A partir des courbes d’absorbance mesurées, calculer et tracer les courbes de coefficient d’absorption  correspondantes. Comparer les réusltats obtenus avec les valeurs théoriques attendues.
· En vous basant sur les valeurs calculées de  à 664 nm pour les différentes concentrations, tracer la courbe , commenter sa linéarité en fonction de la concentration et conclure.

Protocole 2 : Etudier les propriétés d’absorption et d’émission de fluorescence de la Rhodamine B
· Enregistrer les courbes d’Absorbance  et de Transmission  pour la solution mère SMRB
· A partir de la courbe d’absorbance mesurée, calculer et tracer la courbe du coefficient d’absorption  correspondante. Commenter.
· Enregistrer et tracer le spectre d’émission de fluorescence  pour la solution mère SMRB., avec la source d’excitation 395-415nm. Commenter.

Protocole 3 : Etudier les propriétés optiques du mélange Bleu de Méthylène et Rhodamine B
· Enregistrer les courbes d’emission de Fluorescence  des mélanges RB + BM pour les 8 volume (µL) de SMBM dans SMRB suivantes (et calculer les concentrations volumiques relatives  (vol/vol) correspondantes) :
	Volume SMRB (mL)
	3

	Volume SMBM (µL)
	0
	10
	20
	50
	100
	200
	500

	
	0 (SMRB seule)
	
	
	
	
	
	


Tip :  on ajoute le volume supplémentaire de SMBM dans la cuvette de SMRB à chaque étape

· Expliquer les modifications observables.
· Proposer et calculer un critère permettant de représenter la variation globale d’intensité de fluorescence .
· Tracer la courbe , commenter sa linéarité en fonction de la concentration et conclure Commenter et conclure.
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