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Résumé 

Les plasmas froids sont des gaz partiellement ionisés, très riches d’un point de 

vue physico-chimique. Cette propriété se retrouve dans des plasmas froids aujourd’hui 

générés à pression atmosphérique et température ambiante et a été mise à profit depuis 

une quinzaine d’années environ pour des applications biomédicales (hématologie, 

dermatologie, cancérologie, odontologie etc…). L’efficacité de ces plasmas froids dans le 

domaine de la médecine a été prouvée par de nombreuses études. Cependant, les 

phénomènes biologiques mis en jeu ne sont pas encore bien compris, et il primordial de 

savoir quels pourraient être les éventuels effets secondaires indésirables de ces milieux 

ionisés réactifs. Le premier niveau d’interaction des plasmas avec le vivant est celui avec 

les milieux liquides, qui sont présents en surface des tissus, des cellules in vivo ou en 

culture. Depuis une décennie, une attention particulière a donc été portée aux 

interactions des plasmas avec les liquides, pour apporter un niveau de compréhension 

supplémentaire. La compréhension de ces interactions a constitué l’axe de ce travail. 

Différents réacteurs à plasmas froids (générés à pression atmosphérique et 

température ambiante) ont été développés, notamment afin de contrôler les interactions 

du plasma avec l’air ambiant qui peuvent être problématiques pour les applications 

visées. La nature du gaz servant à initier le plasma a été modifiée, pour connaître son 

influence sur la réactivité chimique de la phase gaz. Pour cela, des mesures de 

spectroscopie d’émission optique (SEO) ont été nécessaires. Par ailleurs, de nouveaux 

capteurs électrochimiques et des approches méthodologiques ont été développés pour 

identifier et quantifier les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote (RONS) produites 

dans des milieux liquides physiologiques, exposés à ces gaz ionisés. Les analyses 

électrochimiques ont été combinées { de la spectroscopie d’absorption UV-visible ainsi 

qu’{ d’autres méthodes de chimie (pH-métrie/conductimétrie). Un des objectifs visés est 

d’établir une corrélation entre les espèces réactives générées dans la phase gaz et dans 

la phase liquide. Enfin, des expérimentations nous ont permis d’analyser la production 

des RONS dans des liquides in situ en temps réel. 

Les mesures de SEO montrent qu’il existe de nombreuses espèces chimiques 

excitées au sein des différents plasmas (NO°, HO°, O, N2+(FNS) etc…). Les analyses de la 

phases liquide ont révélé la présence d’espèces stables de l’oxygène et de l’azote (H2O2, 

NO2-, NO3-), directement reliées aux espèces détectées dans les plasmas. De plus, les 

diverses méthodologies d’analyse chimique mises en place ont permis la détection et la  

quantification de RONS tels que l’anion peroxynitrite ONOO-. L’ensemble des résultats 

obtenus devrait permettre d’appréhender de façon plus fine les effets induits par 

différents plasmas froids dans des milieux liquides physiologiques afin d’établir un lien 

avec les études menées sur des cellules en culture et sur la peau dans le cadre d’un 

programme de recherche financé par l’ANR, Agence Nationale de la recherche. 
 
 



  

  10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                
 

 11 

Abstract 

 

Cold plasmas are partially ionized gases, very rich in a physico-chemical point of 

view. This property characterizes cold plasmas today generated at atmospheric pressure 

and ambient temperature and was used since about fifteen years approximately for 

biomedical applications (haematology, dermatology, cancer research, odontology etc.). 

The efficiency of these cold plasmas in the field of the medicine was proved by 

numerous studies. However, the involved biological phenomena are not still well 

included, and it is essential to know what could be the possible unwanted side effects of 

these reactive ionized gases. The first level of interaction of plasmas with living matter is 

the one with the liquid phase, which is present on the tissue surface, in vivo cells or in 

culture. For a decade, a particular attention was thus worn in the interactions of plasmas 

with liquids, to bring a level of additional understanding. The understanding of these 

interactions constituted the axis of this work. 

Various cold plasmas reactors (generated at atmospheric pressure and ambient 

temperature) were developed, in order to control the interactions of these plasmas with 

the ambient air which can be problematic for the aimed applications. The nature of the 

gas used to initiate the plasma was modified, to know its influence on the chemical 

reactivity of the gas phase. For that purpose, measurements of optical emissive 

spectroscopy (OES) were necessary. Besides, new electrochemical sensors and 

methodological approaches were developed in order to identify and quantify the 

reactive nitrogen and oxygen (RONS) produced in physiological liquid media, exposed to 

these ionized gases. The electrochemical analyses were combined UV-visible absorption 

spectroscopy as well as other methods of chemistry (pH-metry/conductimetry). One of 

the aimed objectives is to establish a correlation between the reactive species generated 

in the gas phase and in the liquid phase. Finally, experiments allowed us to analyze the 

production of RONS in liquids in situ and in real time. 

OES measurements showed that there are numerous chemical species generated 

in various plasmas (NO°, HO°, O, N2+(FNS) etc.). The analyses of the liquid phase 

revealed the presence of stable oxygen and nitrogen species (H2O2, NO2-, NO3-), directly 

correlated with the species detected in plasmas. Furthermore, the diverse 

methodologies of chemical analysis allowed the detection and quantification of RONS 

such as the peroxynitrite anion ONOO-. The obtained results should allow to arrest in a 

finer way the effects led by various cold plasmas in physiological liquid media to 

establish links with the studies led on cultured cells and on skin within the framework of 

a research program financed by the ANR, National Agency of the Research. 
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DBD : Décharge à Barrière Diélectrique 

E : Champ électrique (V.m-1) 

E’ : Potentiel d’électrode 

ɛ : Energie d’un électron (eV)  

F : Constante de Faraday de valeur 96 485 C.mol−1 

FNS : First Negative System ; premier système négatif 

FPS : Fist Positive System ; premier système positif 

γ : Second coefficient de Townsend 

   : Coefficient d’activité 
S : Sample (unité de la fréquence d’échantillonnage      )  

HT : Haute Tension 

I : Potentiel d’ionisation 

I : Courant (A) 

K : Kelvin 

λ : Longueur d’onde (nm) 

λ’ : Conductivité molaire ionique (S.m².mol-1) 

M : Molaire  =         

   : Atome M métastable 

n’ : Nombre quantique d’un niveau électronique 

No : Nombre d’oxydation 

PBS : Phosphate Buffered saline ; tampon phosphate salin 

p : Pression (bar ou Torr) 

pH : Potentiel hydrogène 
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S : Surface de l’électrode de travail (m²) 

SPS : Second Positive System ; second système positif 

θ : coefficient de température  
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Eléments chimiques :  

H+ : Proton 
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NO2- : Ion nitrite 
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O2 : Dioxygène 
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 : Ion dioxygényle 
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ONOO- : Ion peroxynitrite 
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Chapitre 1 : Introduction générale 

1.1     Généralités sur les plasmas 

 

Le terme « plasma » a été utilisé par Irving Langmuir en 1928 pour désigner les 

gaz ionisés [1]. De nombreuses technologies de la vie quotidienne intègrent maintenant 

ces plasmas, qui sont donc plus largement connus du grand public. C’est le cas par 

exemple avec les écrans de télévision à plasma ou les enseignes au néon, les tubes 

fluorescents et on peut également citer les boules à plasma accessibles dans le 

commerce, montrant ainsi une démocratisation de ce procédé [2].  

Les procédés plasma sont très utilisés dans l’industrie, depuis déj{ près d’un 

siècle. Ils sont présents dans le domaine des polymères (gravure, fonctionnalisation de 

surface), en microélectronique pour ne citer que quelques-uns et ont fait plus 

récemment leur entrée dans le monde la biologie et de la médecine. La recherche s’est 

en effet diversifiée pour tenter d’apporter plus de solutions { des problématiques 

médicales.  

Avant de rentrer dans le détail de l’utilisation des plasmas en médecine (ce qui 

sera l’objet de la partie 1.6), il convient de définir ce qu’est un plasma. On parle 

communément de « quatrième état de la matière », après les états solide, liquide et 

gazeux. Assez rares { l’état naturel sur notre planète, ils composent en revanche 99 % de 

la matière connue de l’univers. Les étoiles, le vent solaire, l’ionosphère de la terre en 

sont des exemples [2]. A l’état naturel, on peut citer les aurores boréales et la foudre qui 

sont des phénomènes souvent observés (Figure 1.1).  

 

 
Figure 1.1 : Exemple de plasma { l’état naturel : Aurore boréale [3]. 

 

Au-delà de cette définition très globale, un plasma est défini du point de vue de la 

physique comme un gaz partiellement ou totalement ionisé. Un gaz ionisé est donc 

composé d’électrons et d’ions, mais aussi de molécules et atomes excités (c’est-à-dire 

https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjHj4Pun9HTAhUKExoKHbRHBUwQjRwIBw&url=http://www.routard.com/zoom/cid131618-ou-voir-des-aurores-boreales.html&psig=AFQjCNF63gwpWELvp19_3sO72PuFfNokNw&ust=1493815849153979
https://www.google.fr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjHj4Pun9HTAhUKExoKHbRHBUwQjRwIBw&url=http://www.routard.com/zoom/cid131618-ou-voir-des-aurores-boreales.html&psig=AFQjCNF63gwpWELvp19_3sO72PuFfNokNw&ust=1493815849153979
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dans un niveau d’énergie supérieur { celui de l’état fondamental). Pour ioniser un atome 

ou une molécule, il faut lui apporter suffisamment d’énergie pour qu’un électron quitte 

sa couche électronique et devienne un électron libre. Cette énergie peut être apportée de 

façon thermique, électrique, magnétique, radiative, chimique ou mécanique. Il est donc 

possible de générer des plasmas en laboratoire gr}ce { ces diverses sources d’énergie. 

Pour obtenir un gaz répondant au nom de plasma, il n’est pas nécessaire que toutes les 

particules soient ionisées : une ionisation partielle suffit. Un paramètre essentiel 

permettant de définir un plasma et de le « classer » est donc son degré d’ionisation β, qui 

représente le ratio de la densité électronique (  ) sur la densité totale d’électrons et 

d’espèces neutres (  ) (éq. 1.1) :  

 

   
  

      
 

 

Quand le degré d’ionisation est proche ou égal { 1, le plasma est totalement ionisé et on 

parle de « plasma chaud ». Ces plasmas sont dits { l’équilibre thermodynamique et la 

température des espèces chargées est de l’ordre du million de Kelvin. Ils sont présents 

notamment dans le domaine de la fusion nucléaire (tokamaks [2]) et le soleil en est un 

autre parfait exemple. Lorsque le degré d’ionisation est faible (compris entre      et 

    ), le plasma est faiblement ionisé et on parle de « plasma froids ». Ces plasmas sont 

hors équilibre thermodynamique. En effet, lorsque qu’un champ électrique est appliqué 

entre deux électrodes pour générer un plasma, ce sont les électrons présents qui les 

premiers reçoivent cette énergie électrique via une force électrique  ⃗    ⃗⃗, pour 

ensuite en transférer une partie seulement aux particules lourdes. Si le temps ou 

l’énergie ne sont pas suffisants, les électrons ne peuvent pas équilibrer leur température 

avec les autres particules, ce qui explique les différences de température entre les 

électrons et les autres particules dans un plasma froid. Ainsi, dans les plasmas 

faiblement ionisés présentés dans ce travail, on a (éq. 1.2) : 

 

   >    >    ≈    ≈      

 

avec    la température des électrons (ordre de grandeur de 1 eV, soit 11 600 K) suivie 

par    la température de l’excitation vibrationnelle des molécules. Le reste du gaz 

possède une température proche de l’ambiante (   la température rotationnelle des 

molécules,    la température des ions et    la température du gaz). Ce sont ces plasmas 

froids qui sont utilisés pour des applications biomédicales, du fait de leur température 

moyenne proche de la température ambiante [1], [4].  

 

Le processus de création d’une décharge électrique conduisant à un plasma va être 

abordé plus en détail dans la partie suivante. 

(1.1) 

(1.2) 
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1.2     Formation d’une onde d’ionisation guidée { pression atmosphérique : 

création d’une décharge électrique et entretien de la décharge 

1.2.1     Introduction 
 

Il existe de multiples décharges électriques permettant de générer des plasmas 

avec différents paramètres pouvant être modulés, comme la température et la densité 

électronique, des ions et des neutres, la densité d’atomes ou molécules excités,  

l’intensité des sources de photons (UV). Les décharges électriques produisant des 

plasmas peuvent être regroupées suivant plusieurs catégories : 

- Les décharges thermiques (arcs) et les décharges non-thermiques (décharges 

« glow »). 

- Les décharges à haute pression (arcs, coronas, Décharges à Barrière 

Diélectrique (DBDs), jets de plasma, décharges spark) et les décharges à basse pression.  

- Les décharges radiofréquences et micro-ondes. 

- Les décharges CC (Courant Continu).  

Chaque décharge (c’est-à-dire chaque source de plasma) aura une application 

technologique particulière, notamment en médecine. Dans le domaine biomédical, les 

décharges thermiques (plasmas chauds) sont utilisées pour l’ablation de tissus en 

chirurgie, ou pour la cautérisation des tissus. Les décharges non-thermiques (plasmas 

froids) sont quant à elles utilisées en stérilisation, décontamination de plaies ou 

traitement de tissus pathologiques par exemple. Ces applications seront plus détaillées 

dans la partie 1.6. 

 

Les mécanismes physiques de création d’une décharge sont expliqués ci-dessous dans le 

cas de l’utilisation d’une source d’énergie électrique. Les autres sources d’énergie ne 

seront pas traitées ici. 

 

 

1.2.2     Courbes de Paschen 
 

Afin de « claquer » un gaz, c’est-à-dire de le faire passer de l’état « non 

conducteur » { l’état « conducteur », il faut que la tension appliquée entre deux 

électrodes soit suffisante : c’est la tension de claquage, qui est la tension seuil à partir de 

laquelle le gaz devient conducteur et la décharge s’auto-entretient si le champ extérieur 

appliqué est maintenu. Friedrich Paschen a montré que cette tension de claquage 

dépend du produit pd, avec p la pression du gaz et d la distance entre deux électrodes à 

géométrie plane et parallèles (Figure 1.2) :  
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Figure 1.2 : Courbes de Paschen pour différents gaz, représentant la tension 
de claquage en fonction du produit pd [1], [4]. 

 

Chaque courbe présente un minimum correspondant à un produit pd optimal. Quand la 

tension appliquée est inférieure à celle du minimum de la courbe de Paschen, le plasma 

ne peut pas s’amorcer car il ne peut y avoir de claquage du gaz. Lorsque le produit pd est 

faible, la probabilité de collision conduisant { l’ionisation est faible car d’une part le libre 

parcours moyen des électrons est grand (faible pression) et d’autre part parce qu’{ 

faible distance d la probabilité qu'il y ait des collisions ionisantes sur le trajet de 

l'électron entre les deux électrodes est plus faible. Il faut donc augmenter la tension pour 

que la probabilité de collision d’un électron avec d’autres particules soit grande. Pour 

des produits pd élevés, le libre parcours moyen des électrons est cette fois très faible, 

donc ils ne peuvent pas acquérir l’énergie nécessaire pour ioniser le gaz. A nouveau, il 

faut augmenter la tension pour leur fournir cette énergie supplémentaire manquante. A 

noter également que les gaz les plus faciles à ioniser sont les gaz rares (Ne, Ar, He), 

comparé { l’air qui nécessite d’utiliser un champ électrique de 30         [5]. C’est 

l’hélium qui a été retenu dans cette thèse, pour poursuivre dans la voie engagée par 

Kristaq Gazeli lors de sa thèse.  

Les différents types de claquage en fonction du produit pd sont décrits plus en 

détail dans l’Annexe 1, notamment le claquage de type Townsend. Nous allons nous 

intéresser par la suite au claquage de type streamer ou spark, qui concerne directement 

les plasmas étudiés lors dans ce travail. 

 

 

1.2.3     Claquage de type streamer ou spark 
 

Le claquage de type streamer ou spark se produit dans des espaces inter-

électrodes relativement grands et à pression élevée, autour de la pression 

atmosphérique. Le claquage de type streamer est plus rapide qu’un claquage de type 
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Townsend pour lequel le temps nécessaire aux ions pour rejoindre la cathode et aboutir 

{ l’émission d’électrons secondaires est assez long [1].  

Un streamer correspond { la formation d’un fin canal d’ionisation qui se propage 

rapidement entre les deux électrodes, le long d’un canal chargé positivement dû { un 

processus intense d’émission d’électrons primaires. Des photons sont générés lors de 

cette avalanche, et conduisent { des processus d’émission secondaire aux abords de 

l’avalanche primaire. Les électrons secondaires ainsi générés sont mis en mouvement 

par le champ électrique appliqué  ⃗⃗ et circulent le long du canal chargé positivement.       

Lorsque les charges d’espaces produisent un champ électrique   ⃗⃗⃗⃗⃗ égal au champ 

électrique appliqué  ⃗⃗⃗, un changement important dans l’évolution de l’avalanche a lieu et 

un streamer se forme [1]. C’est ce qui constitue la différence majeure avec la décharge de 

type Townsend. Les électrons sont en tête d’avalanche tandis que les ions sont en 

arrière. Ce dipôle électrique est caractérisé par une longueur caractéristique en 1/α (α 

étant le premier coefficient de Townsend) et une charge        . Cette longueur 

caractéristique peut être assimilée au rayon de la tête de l’avalanche,   . Par exemple, 

dans l’air, si la distance entre les deux électrodes est d = 1 cm et    = 0,02 cm, la valeur 

critique de αx est 18 lorsque   ⃗⃗ ⃗⃗⃗ ≈   ⃗⃗.  Ceci est connu sous le nom de Critère de Meek, qui 

est la valeur seuil  de charge N à atteindre pour que le streamer se forme. Pour des gaz 

électronégatifs (contenant par exemple de l’oxygène), le coefficient α du critère de Meek 

doit être remplacé par      . Cependant, il est possible de négliger l’attachement 

lorsque         , soit       car les champs électriques exigés par le critère de Meek 

sont alors très intenses [1]. Lorsque la condition de Meek est atteinte et que   ⃗⃗ ⃗⃗⃗ ≈  ⃗⃗, les 

lignes de champ au niveau de la tête d’avalanche sont déformées, ce qui accélère 

l’ionisation vers l’anode car le champ électrique total     ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  =  ⃗⃗ +   ⃗⃗ ⃗⃗⃗ est élevé, et donc la 

force électrique le devient aussi proportionnellement à ce champ électrique total.  

 

Il existe trois types de streamer selon la position de l’avalanche entre les deux 

électrodes lorsque la valeur seuil de Meek est atteinte :  

1) Lorsque la distance d séparant les électrodes est faible, l’avalanche a le temps 

de rejoindre la cathode. Il reste alors un canal ionique positif dans l’espace inter-

électrodes car les électrons sont absorbés par l’anode. Un streamer positif se forme et se 

propage de l’anode vers la cathode. 

 2) Si la valeur seuil de Meek est franchie lorsque l’avalanche est encore proche de 

la cathode, c’est un streamer négatif qui est formé et se propage vers l’anode. Ce cas est 

rencontré pour des espaces inter-électrodes plus grands [6]. 

3) Il existe un dernier cas qui concerne une avalanche située dans l’espace inter-

électrode : il y aura formation de deux streamers, l’un négatif se propageant vers l’anode 

et l’autre positif se propageant vers la cathode.  

 

Voyons les deux premiers cas plus en détail : 

 

 Streamer cathodique ou positif :  
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Lorsque l’avalanche primaire a atteint l’anode, elle a laissée derrière elle un canal d’ions 

positifs. L’ionisation engendrée par cette avalanche primaire a également généré des 

espèces excitées susceptibles d’émettre des photons assez énergétiques pour ioniser des 

espèces neutres (photo-ionisation) qui se trouvent encore dans le gap et produire des 

paires électron-ion. Ceci est illustré Figure 1.3 (a). Les électrons produits par photo-

ionisation rejoignent alors le streamer grâce au champ électrique, en sens inverse de la 

direction du streamer [7]. La tête du streamer retrouve son état neutre avant qu’une 

nouvelle tête composée des ions positifs formés par photo-ionisation prenne place. De 

nouvelles photo-ionisations vont avoir lieu ensuite de la même façon. Ce streamer positif 

se dirige vers la cathode. La Figure 1.3 (b) représente les lignes de champ correspondant 

au champ électrique total     ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ . 

 

 

 
Figure 1.3 : Streamer cathodique ou positif. Les + bleus représentent les ions positifs, les – noirs 
représentent les électrons. Les flèches rouges représentent les photons qui participent à la photo-
ionisation du milieu. (a) streamer à deux temps consécutifs. (b) lignes de champ électrique 
correspondant au champ électrique total (d’après [1], [8]). 

 

 

 Streamer anodique ou négatif : 

Le mécanisme du streamer anodique est similaire à celui du streamer cathodique. Mais 

dans ce cas là, le critère de Meek est atteint proche de la cathode est c’est un streamer 

négatif qui se forme, se propageant vers l’anode. Cette fois, les électrons forment la tête 

du streamer [7] (Figure 1.4 (a)). Le champ électrique au niveau de la tête est très 

important et il accélère les électrons. A l’arrière de la tête, le champ est moins important 

donc le canal reste neutre. A la différence du streamer positif, la photo-ionisation n’est 

pas nécessaire ici, mais peut générer des ions qui vont rejoindre l’arrière du streamer, et 

des électrons secondaires qui vont rejoindre la tête du streamer. Les lignes de champ 

sont à nouveau représentées Figure 1.4 (b).  
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Figure 1.4 : Streamer anodique ou négatif. Les + bleus représentent les ions positifs, les – noirs 
représentent les électrons. Les flèches rouges représentent les photons qui participent à la photo-
ionisation du milieu (a) streamer à deux temps consécutifs. (b) lignes de champ électrique 
correspondant au champ électrique total au niveau de la tête du streamer (d’après [1], [8]). 

 

Lorsque le streamer a atteint l’électrode opposée, les deux électrodes sont 

connectées entre elles via un canal ionisé. Il existe alors un risque de passage { l’arc 

électrique car si ce canal perdure il peut y avoir un échauffement du gaz, augmentation 

du degré d’ionisation et donc du courant. Le plasma est alors en équilibre 

thermodynamique (plasma chaud) si la pression est élevée. Ce phénomène de passage à 

l’arc est problématique car il peut endommager le montage. L’utilisation de barrières 

diélectriques entre les deux électrodes permet d’éviter le passage { l’arc électrique (voir 

section 1.2.4 ci-dessous). Lorsque le streamer n’évolue pas en arc électrique, il est alors 

appelé « filament » [8]. 

 

1.2.4     Décharges à Barrière Diélectrique (DBD) à pression atmosphérique 

 

L’utilisation d’un diélectrique accolé { l’électrode (ou sur les deux pour le cas 

d’une double barrière diélectrique) permet d’éviter le passage { l’arc électrique qui 

pourrait endommager le système plasma et les échantillons à traiter. On parle de 

Décharges à Barrières Diélectriques (DBDs). Ceci permet de limiter le courant dans le 

plasma et donc d’éviter que le système ne chauffe. Mais la présence d’une DBD implique 

la formation d’un champ électrique de direction opposée au champ électrique appliqué, 

car lorsque le streamer positif (ou négatif) atteint la cathode (ou l’anode 

respectivement), les charges se déposent à la surface du diélectrique. Si ce champ 

électrique induit        ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  devient égal au champ électrique appliqué  ⃗⃗, le plasma s’éteint. 

Ceci est illustré Figure 1.5. 
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Figure 1.5 : Schéma d’une double barrière diélectrique. Les 
charges qui se sont déposées sur les électrodes induisant un 

champ électrique        
⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  opposé au champ électrique appliqué 

(d’après [8]).  

 

Il est donc préférable d’alimenter le réacteur en régime pulsé (fréquence 0,05 à 100 

kHz) avec une tension de haute amplitude (de l’ordre de quelques kV), afin que les 

électrodes puissent se décharger entre chaque impulsion. De plus, la faible durée des 

impulsions limite l’augmentation du champ électrique [2]. L’utilisation combinée de ces 

barrières diélectriques et d’un régime d’alimentation électrique adéquat permet donc de 

générer des « filaments », qui n’évolueront pas en arc électrique. Le tableau ci-dessous 

répertorie les principaux paramètres des DBDs à pression atmosphérique (Table 1.1) :  

 
Table 1.1 : Quelques paramètres typiques de  streamers générés avec des DBDs dans un gap de 1 
mm dans l’air (issu de [1]). 

Durée de vie 10-40 ns Rayon du filament 50-100 µm 
Durée de l’avalanche 

électronique 
10 ns 

Charge transportée dans 
l’avalanche électronique 

0,01 nC 

Durée du streamer 
cathodique 

1 ns 
Transfert de charge dans le 

streamer cathodique 
0,1 nC 

Durée du plasma 30 ns 
Transfert de charge dans le 

plasma 
1 nC 

Durée de la micro 
décharge rémanente 

1 ms 
Charge de la micro-décharge 

rémanente 
>1 nC 

Pic de courant 0,1 A Densité de courant 0,1 – 1 kA.     

Densité électronique      -           Energie des électrons 1-10 eV 
Charge transportée 

totale 
0,1 – 1 nC Température du gaz ≈ 300 K 

Energie dissipée 
totale 

5 µJ Echauffement 5 K 
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1.2.5     Notion d’onde d’ionisation guidée 

 

Les streamers tels qu’ils viennent d’être décrits peuvent évoluer de façon 

aléatoire s’ils sont libres de se propager dans l’espace. Cela conduit { des plasmas non 

reproductibles, ce qui est très contraignant pour des applications biomédicales 

notamment. De ce fait, il est possible de « guider » l’onde d’ionisation dans une direction 

prédéfinie, ce qui permet d’obtenir des streamers bien plus reproductibles et se 

propageant jusqu’{ quelques centimètres dans une même direction [7]. Ceci permet de 

réaliser des analyses résolues en temps de haute précision (nanoseconde), les fronts 

lumineux de telles ondes pouvant atteindre des vitesses élevées allant de     à     

       [7], [9].  

Les ondes d’ionisation produites { partir d’un gaz rare (He, Ar) dans un réacteur { 

DBD présentent une forme particulière nommée « balles de plasma » [7], [8], [10]–[13]. 

Ce terme a été introduit la première fois par Teschke et al., [14] car, bien que le plasma 

puisse paraître continu spatio-temporellement, il n’en est rien, comme l’illustre la Figure 

1.6. Dans cette configuration le plasma est guidé par le gaz noble qui circule dans un 

tube diélectrique en contact avec l’air ambiant. De nombreuses réactions chimiques vont 

alors se produire lors du contact du plasma avec l’air, conduisant { des plasmas très 

réactifs chimiquement. Les balles de plasma se forment selon une dynamique en deux 

temps [7] : 

 

 Les ondes d’ionisation formées dans les régions de fort champ électrique se 

dirigent le long du tube de la même manière que les streamers dans les DBDs. 

 

 Lorsque la balle de plasma sort du tube, elle se propage dans un canal 

composé du gaz rare { ioniser et d’air, puisque une grande majorité des 

systèmes utilisant ces types de plasma opèrent dans l’air ambiant.  

 

Dans ces deux étapes le plasma est « guidé » le long de l’axe du tube diélectrique. 
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Figure 1.6 : Images haute vitesse d’une « balle de plasma » se propageant durant une impulsion de 
2 µs (temps d’acquisition de 2 ns)  [15]. 

 

On observe sur ces images la présence d’un canal faiblement lumineux en arrière de la 

« balle » de plasma, qui rappelle les canaux liés aux têtes de streamer. 

 

A présent, il convient de présenter les divers réacteurs de géométrie diverses et 

permettant de générer des ondes d’ionisation { pression atmosphérique.  

 

 

1. 3     Configuration des réacteurs à plasmas : éléments essentiels 

1.3.1     Géométrie de quelques réacteurs basés sur l’utilisation de DBDs 

 

La première configuration de réacteur à plasma froid à pression atmosphérique 

fut développée par l’équipe de Hicks (R. F. Hicks, Université de Californie, Los Angeles, 

USA). Le réacteur était alimenté par une alimentation radiofréquence (13,56 MHz) [5] et 

était constitué d’une électrode interne connectée { l’alimentation et d’une électrode 

externe reliée à la masse. Le gaz vecteur est envoyé entre les deux électrodes. Dans cette 

configuration, le passage { l’arc électrique est très probable si les conditions de maintien 

de la décharge ne sont pas respectées. De plus, la puissance électrique délivrée doit être 

élevée par rapport aux systèmes actuels de DBD et de ce fait la température du gaz est 

trop élevée pour envisager des applications biomédicales mais peut convenir pour 

traiter des matériaux peu sensibles à la température [5]. Comme expliqué dans la partie 

1.2.5, l’ajout d’un diélectrique permet donc de pallier à ces inconvénients pour obtenir 

des plasmas froids utilisables dans le domaine biomédical. Différentes configurations de 

réacteurs basés sur l’utilisation de DBDs sont présentées Figure 1.7 et sont relatifs à 

l’utilisation d’un gaz noble (He, Ne, Ar, Xe) pour initier la décharge. 
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Figure 1.7 : Configurations de réacteurs générateurs d’ondes d’ionisation { partir de la technologie 
DBD : a) Simple DBD, b) Double DBD, c) DBD-semblable (d’après [5]). 
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Dans la Figure 1.7 a1), le réacteur est constitué de deux électrodes cylindriques accolées 

à un tube diélectrique. Un plasma généré est ensuite guidé par le tube diélectrique vers 

l’air ambiant. Il est aussi possible de supprimer une des deux électrodes : la décharge 

dans le tube diélectrique est alors plus faible (Figure 1.7 a2)). Dans les configurations 

b1) et b2), l’électrode HV est remplacée par une électrode coaxiale recouverte d’une 

couche de diélectrique. Les configurations des Figures 1.7 c1) et c2) sont différentes des 

DBDs classiques : le diélectrique recouvrant l’électrode interne est supprimé. De fait, 

quand l’onde d’ionisation n’est pas en contact direct avec une cible, la décharge est 

encore semblable à une DBD classique. Mais lorsque l’onde d’ionisation est en contact 

avec un matériau conducteur (qui de plus est relié à la masse), la décharge se produit 

entre l’électrode HV et ce matériau. Ce n’est donc plus { proprement parler une décharge 

DBD classique [5]. Dans la configuration c2), deux gaz peuvent être envoyés en même 

temps dans le réacteur. Un gaz noble est généralement utilisé dans l’entrée 1, tandis 

qu’un gaz moléculaire tel que O2 ou N2 voire un mélange O2/N2 est envoyé en entrée 2 

pour enrichir le plasma en espèces réactives.   

  

1.3.2     Alimentations électriques 

 

Deux types d’alimentations électriques peuvent être utilisés : les alimentations à 

courant continu (CC, en anglais DC pour Direct Current) et les alimentations en courant 

alternatif  (CA, en anglais AC pour Alternative Current). Dans les deux cas, le régime peut 

être pulsé [16]. Plusieurs gammes de fréquences sont possibles :  

- Fréquences audibles de l’ordre du kHz. 

- RF : Radio fréquences (1 à 100 MHz). A ces fréquences, des décharges à 

couplage capacitif ou inductif sont réalisées [17]. 

- MW : Micro-ondes (300 MHz à 300 GHz).  

 

La Table 1.2 regroupe un ensemble de références en fonction du type d’alimentation 

électrique et de la fréquence utilisée pour générer les décharges. 

 
Table 1.2 : Type d’alimentation électrique et fréquence utilisée dans les systèmes générant des 
ondes d’ionisation. 

Type d’alimentation 
électrique et fréquence 

Références 

AC en kHz [14], [18]–[28] 

DC [29]–[33] 

DC pulsé (kHz) [34]–[42] 

RF haché [17], [43]–[47] 

MW haché [48]–[51] 
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1.3.3     Gaz vecteur 

 

Outre la configuration des électrodes dans le réacteur et la source d’énergie 

électrique utilisée, le troisième paramètre le plus important est le choix du gaz de travail 

ou « gaz vecteur » et de son débit, mesuré classiquement en slm (litres standards par 

minute). La nature du gaz déterminera la physico-chimie de la décharge et l’orientation 

vers telle ou telle application. L’amorçage d’une décharge peut se faire dans l’air ([52]–

[57]), mais de nombreux groupes ont choisi d’utiliser de l’hélium ([10], [19], [27], [39], 

[43], [58]–[65]), de l’argon ([24], [47], [51], [62], [65]–[75]), du néon ([22], [76], [77]) 

ou du krypton ([76]). La plupart des décharges générées avec ces gaz se retrouvent en 

contact avec l’air ambiant lors de l’impact avec une cible { traiter, ce qui permet 

d’augmenter la réactivité chimique du plasma. D’autres groupes ont fait le choix 

d’enrichir en amont le gaz vecteur avec un gaz moléculaire (O2 et/ou N2, H2O), dans des 

gammes de débit généralement plus faibles que celle du gaz de travail ([36], [43], [68], 

[78]–[80]), de l’ordre de 1 %.   

 

Les processus physico-chimiques élémentaires se produisant lors d’une décharge vont 

maintenant être abordés en détail dans la partie 1.4.  

 

 

1.4     Processus physico-chimiques élémentaires 

1.4.1     Processus d’ionisation  
 

Le processus élémentaire nécessaire { la création d’un plasma est l’ionisation 

d’un gaz, ce qui veut dire que les atomes et molécules neutres le composant { l’état 

initial se convertissent en électrons et ions positifs. Ceci conduit à un gaz ionisé quasi-

neutre (la densité électronique est sensiblement égale et celle des ions positifs). C’est un 

processus élémentaire appartenant à la catégorie des collisions inélastiques, pour 

lesquelles l’énergie cinétique des partenaires de collision est convertie en énergie 

interne [4]. Des ions négatifs peuvent aussi être formés lorsque le gaz est électronégatif, 

par exemple s’il contient du dioxygène (présent dans l’air) ayant une forte affinité 

électronique, et la dynamique de l’onde d’ionisation est alors affectée [81]. Des ions 

négatifs comme l’anion superoxide (O2°-) peuvent alors être générés dans ces plasmas, 

par transfert d’un ou plusieurs électrons sur les orbitales de l’oxygène [1]. L’anion 

superoxyde fera l’objet de la partie 5.2.2.1.2. 

Les mécanismes d’ionisation sont variés et assez complexes. Ils sont regroupés en 

plusieurs catégories comme suit [1], [2], [4] :  

 

 Ionisation directe par impact électronique : elle concerne l’ionisation 

des espèces neutres et atomes non excités initialement, des radicaux et 

molécules, par un électron dont l’énergie est suffisante pour ioniser 

l’espèce lors d’une collision. Cet électron libre, qui possède une énergie ɛ, 
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va interagir avec un électron de valence de l’espèce en question, et 

l’ionisation a lieu si le    est supérieur au potentiel d’ionisation noté I, soit 

    . C’est le principal processus dans les plasmas froids de décharge, 

car le champ électrique est généralement élevé (donc les électrons sont 

fortement énergétiques), mais les niveaux d’énergie des espèces { ioniser 

sont plutôt modérés.  

 

 Ionisation par étapes par impact électronique : dans ce cas, les espèces 

neutres sont préalablement excitées par excitation électronique. Ce type 

d’ionisation est plus représenté dans les décharges thermiques et de haute 

énergie, quand le coefficient d’ionisation   et la concentration d’espèces 

neutres excitées sont élevés.  

 

 Ionisation par collision entre particules lourdes : cette ionisation fait 

intervenir des collisions ion-molécules ou ion-atomes, et des collisions 

d’espèces électroniquement ou vibrationnellement excitées, lorsque 

l’énergie totale des deux partenaires de collision est supérieure { I. 

Lorsqu’un électron possède une énergie cinétique { peine plus grande que 

I, l’ionisation a bien lieu. Mais ce n’est pas le cas avec les particules lourdes 

telles les atomes ou les ions car même si leur énergie cinétique est 

suffisante, leur vélocité reste plus faible que celle des électrons d’un 

atome. Donc même avec suffisamment d’énergie cinétique, une particule 

lourde ne peut pas transférer son énergie à un électron dans un atome car 

le processus est loin de la résonance. Cependant, si l’énergie d’excitation 

électronique d’un atome métastable    est supérieure au potentiel 

d’ionisation d’un autre atome A, leur collision conduit { une ionisation 

plus connue sous le nom d’ionisation Penning ou effet Penning [6], [8] (éq. 

1.3) :  

 

                 

 

L’effet Penning a lieu via la formation intermédiaire d’une quasi-molécule 

dans un état instable excité et en auto-ionisation. Les sections efficaces de 

ce processus peuvent être élevées. Par exemple, la section efficace pour 

l’ionisation Penning des molécules de   ,    , Xe et Ar avec un atome 

d’hélium métastable He(  S) qui possède une énergie d’excitation de 19,8 

eV, peut atteindre           [1].  

 

 Photo-ionisation : c’est un autre mécanisme d’ionisation important. Il a 

lieu lors de collisions entre des espèces neutres et des photons, produisant 

une paire électron-ion. En effet, la photo-ionisation d’une particule neutre 

(1.3) 
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A (possédant un potentiel d’ionisation I) par un photon d’énergie ɦν = 
  

 
 à 

une longueur d’onde λ peut être illustrée par (éq. 1.4) [1]:  

 

             ,     avec            
      

     
     

 

La longueur d’onde du photon incident doit être inférieure { 1000 Å (100 

nm) pour I > 12,4 eV, longueur d’onde qui correspond au rayonnement 

ultraviolet [1]. Ce processus de photo-ionisation est primordial dans le cas 

des streamers positif (voir plus haut section 1.2.3). 

 

 Ionisation de surface (émission d’électrons) : cette ionisation est 

produite par des collisions entre des électrons, ions et photons avec 

différentes surfaces, ou simplement par échauffement d’une surface. 

 

1.4.2     Mécanismes de recombinaison électron-ion 

 

Les précédents mécanismes d’ionisation ont montré comment les électrons 

peuvent être générés dans un plasma. Mais les électrons formés sont aussi susceptibles 

de réagir à nouveau avec des ions (processus de recombinaison), molécules et atomes 

(processus d’attachement électronique). Ces processus de recombinaison sont 

importants d’un point de vue de la réactivité physico-chimique car ils vont être à 

l’origine de la production d’espèces chimiques réactives, susceptibles d’interagir ensuite 

fortement avec les échantillons à traiter, quelle que soit leur nature (biologique) ou état 

(solide, liquide).  

Les processus de recombinaison électron-ion sont fortement exothermiques. Il 

existe plusieurs modes de recombinaison possibles, dont les principaux sont liés à la 

dissociation de molécules, collisions à trois corps et collisions radiatives qui sont 

présentés ci-dessous [2], [3].  

 

 Recombinaison dissociative et associative 

C’est le mécanisme de neutralisation des électrons  le plus rapide dans les gaz 

moléculaires ou en présence d’ions moléculaires (éq. 1.5) : 

 

                         

 

Dans ce processus, l’énergie excédentaire est utilisée pour dissocier la 

molécule intermédiaire       et pour exciter les produits de la dissociation. 

Ce processus décrit { l’équation précédente est rapide et majeur dans les gaz 

moléculaires, mais il tient aussi une place importante dans les gaz atomiques 

pour conduire { la formation d’ions moléculaires dans un processus de 

conversion des ions (éq. 1.6) : 

(1.4) 

(1.5) 
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Le coefficient de réaction de la recombinaison électron-ion   
   diminue avec 

la température électronique    et la température du gaz    (éq. 1.7) [1]: 

 

  
            

 

  √   
       

 

Lorsque la pression est supérieure à 10 Torr, ce processus de conversion 

ionique est plus rapide que le processus suivant, la recombinaison à trois 

corps.   

 

 Recombinaison à trois corps 

C’est le processus majoritaire dans les plasmas en état de quasi-équilibre 

thermodynamique à haute densité. La concentration des ions moléculaires est 

faible à cause de la dissociation thermique existante, donc il domine le 

processus de recombinaison dissociative évoqué précédemment.  

Dans un gaz atomique en l’absence d’ions moléculaires, les électrons sont 

neutralisés via des réactions à trois corps (éq. 1.8) : 

 

                  

  

Dans ce cas l’énergie excédentaire est convertie en énergie cinétique d’un 

électron libre, qui va tenir le rôle de troisième partenaire. Les particules 

lourdes telles les ions et molécules ne peuvent pas intervenir en tant que 

troisième corps dans ce processus car ils ne sont pas assez rapides pour 

accumuler de l’énergie cinétique. Ce processus est réversible, en regard du 

processus d’ionisation par étape décrit précédemment. De plus, à 

température ambiante, il entre en compétition avec la recombinaison 

dissociative si la densité électronique du plasma est assez élevée, de l’ordre 

de          .  

  

 Recombinaison radiative électron-ion 

L’énergie excédentaire peut être aussi convertie en radiation selon l’équation 

suivante (éq. 1.9) : 

 

                  

 

Ce processus peut entrer en compétition avec le précédent (recombinaison à 

trois corps) uniquement si le plasma est de faible densité et en l’absence 

d’ions moléculaires. De plus, il est assez lent car il requiert l’émission d’un 

photon durant un intervalle de temps assez court de l’interaction électron-ion. 

(1.6) 

(1.7) 

(1.8) 

(1.9) 
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La recombinaison radiative est plus rapide que celle à trois corps lorsque la 

densité électronique est faible (éq. 1.10) [1]: 

 

              
        

 

 

1.4.3     Processus élémentaires impliquant des ions négatifs : attachement et 

détachement électronique 

 

Ce dernier point aura son importance car il concerne la production d’espèces 

chimiques très réactives telles que les métastables et radicaux. Deux processus seront 

décrits : l’attachement électronique et le détachement électronique.  

L’attachement électronique sur des molécules est un mécanisme majeur pour la 

formation d’ions négatifs dans les gaz électronégatifs, où notamment le dioxygène    est 

présent (éq. 1.11) : 

 

                        

 

Un état intermédiaire,       , en « auto-ionisation », est d’abord généré. C’est un état 

excité instable qui peut se décomposer ensuite selon deux voies possibles :      ou 

bien        , cette dernière produisant un ion négatif. 

Des ions négatifs peuvent aussi être formés via une réaction à trois corps avec un 

électron comme suit (éq. 1.12) : 

 

            

 

Dans ce type de réaction les électrons sont généralement moins efficaces qu’un atome B 

comme troisième corps si le degré d’ionisation est faible. Dans les décharges à pression 

atmosphérique dans l’air, ce qui sera le cas dans cette thèse, l’attachement électronique 

à trois corps joue un rôle clef.  Par exemple,  dans l’air composé d’azote et d’oxygène 

électronégatif, la réaction suivante peut avoir lieu (éq. 1.13) : 

 

           
        

 

M étant un partenaire de collision. Ce processus comporte en fait deux étapes, connues 

sous le nom de mécanisme de Bloch-Bradbury [1]. Lors de la première étape, un ion 

négatif est formé et se trouve dans un état instable d’auto-ionisation  (éq. 1.14) : 

 

          
     

 

Dans la deuxième étape, cet ion négatif réagit avec un partenaire de collision M (éq. 1.15 

et 1.16) : 

(1.10) 

(1.11) 

(1.12) 

(1.13) 

(1.14) 
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Le détachement électronique est également un processus important dans les 

décharges plasmas non-thermiques. Trois mécanismes sont possibles. Le premier 

mécanisme est le détachement associatif (éq. 1.17) :  

 

                  

 

Ce processus est réversible, il constituerait alors l’attachement électronique. Lorsque le 

degré d’ionisation est élevé, un autre mécanisme existe : le détachement par impact 

électronique (éq. 1.18) : 

 

             

 

Enfin le troisième mécanisme possible est le détachement dans des collisions avec 

des particules excitées (éq. 1.19) : 

 

             

 

Le processus est similaire { l’effet Penning lorsque l’atome B est excité. Le détachement 

d’un électron d’un ion oxygène par collision avec un métastable de l’oxygène excité est 

un bon exemple d’un tel processus (éq. 1.20) : 

 

  
     (   

 )            

  

 

1.5     Réactivité physico-chimique dans les ondes d’ionisation guidées à 

pression atmosphérique 

 

Les plasmas froids hors équilibre sont très réactifs chimiquement car ils 

possèdent une très forte concentration en espèces actives. Cette propriété est 

recherchée notamment pour des applications sur le vivant. Les espèces actives générées 

comprennent les radicaux, les particules chargées (électrons et ions) et les atomes et 

molécules excités. Cette dernière catégorie peut être subdivisée en trois groupes : les 

atomes et molécules excités électroniquement, les molécules excitées 

vibrationnellement et les molécules excitées rotationnellement [1], [82]. Les particules 

excitées vibrationnellement jouent un rôle majeur dans les cinétiques chimiques des 

plasmas car 95 % de l’énergie des électrons peut être utilisée pour exciter 

vibrationnellement les molécules [82].  

 

(1.15) 

(1.16) 

(1.17) 

(1.18) 

(1.19) 

(1.20) 



  

  39 

1.5.1     Atomes et molécules excités électroniquement : états métastables 

 

La forte énergie des électrons dans les décharges électriques produit un taux  

élevé de différents états d’atomes et molécules excités électroniquement. L’énergie de 

ces particules excitées par impact électronique est relativement élevée, de l’ordre de 

quelques eV, et leur durée de vie très faible (entre      et      secondes). De ce fait, si 

une transition radiative (avec émission d’un photon) est autorisée par les règles de 

sélection en mécanique quantique, cet état est nommé « état de résonance excité ». A 

cause de sa durée de vie très courte, cet état participe peu dans les cinétiques des 

réactions chimiques au sein du plasma. Mais si la transition radiative n’est pas autorisée 

par les règles de sélection, la durée de vie de l’état excité est plus longue car il n’y a pas 

de transition spontanée vers un état d’énergie inférieure. Il s’agit alors d’un état dit 

« métastable ». Ces états métastables sont donc capables d’accumuler assez d’énergie 

pour participer efficacement aux réactions chimiques dans la décharge. Dans cette thèse 

il sera par exemple question des métastables de l’hélium 23S1 et 21S1, de l’azote 

moléculaire N2 (A3Σu+) et de l’oxygène moléculaire O2 (1Δ) (~1 eV [6]) .   

 

1.5.2     Excitation vibrationnelle et rotationnelle des molécules  

 

Lors de l’interaction d’une onde électromagnétique avec une molécule, il peut y 

avoir des échanges d’énergie, convertie en énergie mécanique dans la molécule. 

L’énergie absorbée par la molécule la fait passer d’un état fondamental { un état 

d’énergie supérieur dit « état excité ». Les molécules peuvent donc occuper plusieurs 

niveaux électroniques, vibrationnel et rotationnels : chaque niveau électronique 

(nombre quantique n’) comprend plusieurs niveaux vibrationnels (nombre quantique ν), 

lesquels sont composés de plusieurs niveaux rotationnels (nombre quantique J) (voir 

Figure 1.8 ci-après). Dans les domaines du visible et des ultraviolets (énergie de l’ordre 

de l’eV) c’est l’excitation électronique qui prévaut, tandis que la vibration des molécules 

a lieu pour des énergies plus faibles de l’ordre de 0,1 eV (infra-rouge) et la rotation des 

molécules a lieu pour des énergies de l’ordre de 0,01 eV (micro-ondes).  
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Figure 1.8 : Niveaux énergétiques d’une molécule. Les niveaux vibrationnels sont caractérisés par 
un nombre quantique ν et les niveaux rotationnels par un niveau J (d’après [83]). 

 

Lorsque l’état électronique d’une molécule est fixé, la courbe d’énergie potentielle l’est 

également et détermine les interactions entre atomes et molécules et leurs possibles 

vibrations. La mécanique quantique permet { une molécule d’occuper des niveaux 

d’énergie vibrationnelle et rotationnelle quantifiés. La structure de ces niveaux est 

décrite par une courbe de potentiel de Morse qui est une meilleure approximation que 

celle de l’oscillateur harmonique quantique (Figure 1.9). Ces niveaux vibrationnels sont 

donc décrits par un oscillateur anharmonique [84]. Le potentiel de Morse s’exprime 

selon l’équation 1.21 [82]: 

 

                          

 

Avec    l’énergie de dissociation de la molécule,   la distance internucléaire et    la 

distance internucléaire { l’équilibre.  

 

(1.21) 



  

  41 

 
Figure 1.9 : Potentiel de Morse d’une molécule diatomique.    est la 
profondeur du puits de potentiel et    la longueur internucléaire à l’équilibre. 
Lorsque l’énergie se rapproche de l’énergie de dissociation   , l’écart entre 
deux niveaux ν décroît. L’approximation hyperbolique correspond au 
potentiel d’un oscillateur harmonique dont l’écart entre les niveaux d’énergie 
reste identique (d’après [83]). 

 

L’excitation vibrationnelle est un processus très important dans ce type de 

plasmas car il est responsable de la majeure partie des échanges d’énergie entre 

électrons et molécules et c‘est elle qui va régir la réactivité chimique de la décharge. Les 

collisions élastiques entre les électrons (masse m) et les molécules (masse M) ne sont 

pas efficaces pour l’excitation vibrationnelle { cause de leur différence de masse (m/M 

≪ 1).  De fait, l’excitation vibrationnelle d’une molécule AB pour passer d’un état    à un 

état    n’est pas un processus élastique direct, mais un processus de résonance qui se 

produit via la formation d’un ion négatif intermédiaire instable (état    ) [1] (éq. 1.22) : 

 

                                 

 

Les énergies rotationnelles sont également quantifiées et l’énergie des niveaux 

est impactée par le phénomène de vibration de la molécule.  

L’utilisation de plasma pour des applications biomédicales nécessite que la 

température du gaz soit de l’ordre de la température ambiante. Un point essentiel est 

donc de déterminer la température de la décharge obtenue. La connaissance de la 

densité de population d’un niveau rotationnel excité de certaines molécules diatomiques 

sondes le permet grâce { des mesures de spectroscopie d’émission optique [85]. Comme 

la durée de vie d’une molécule dans l’état fondamental est supérieure au temps 

caractéristique entre deux collisions, la température rotationnelle de l’état fondamental 

de la molécule est généralement une bonne approximation de la température du gaz 

[85]. Plus de détails seront donnés dans la partie 2.2.2.3 sur la méthode donnant accès à 

la température rotationnelle d’une molécule. 

(1.22) 
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1.5.3     Excitation et ionisation d’atomes et molécules dans la décharge 

 

La complexité qui réside dans la compréhension des milieux traités par plasma 

(quelle que soit leur état, solide ou liquide, ou leur nature ; biologique) provient de sa 

richesse physico-chimique. Bien qu’un seul gaz vecteur soit initialement choisi pour 

établir la décharge (dans cette thèse il s’agit de l’hélium), il est possible d’y ajouter 

volontairement des molécules pour enrichir le milieu [43]. Il peut s’agir d’oxygène ou 

d’azote par exemple, ajoutés en faible pourcentage par rapport à celui du gaz vecteur. De 

plus, les décharges générées sont dans la plupart des cas en contact avec l’air, 

notamment au moment de traiter la cible, donc la réactivité chimique qui en découle 

n’en est que plus variée. Par ailleurs, il est nécessaire de garder { l’esprit que la 

composition chimique du plasma étudié est complexe et très dépendante des 

paramètres environnementaux. Dans cet objectif, un certain nombre de réactions sont 

présentées ci-dessous. Elles proviennent pour la plupart de modélisations de la 

réactivité chimique de décharges à pression atmosphérique.  

 

1.5.3.1     Cas de l’hélium 

 

L’hélium est le gaz initialement ionisé et qui fournit l’énergie nécessaire { 

l’excitation et l’ionisation des autres molécules présentes. Pour cela il est donc appelé 

« gaz vecteur » de l’énergie. Les électrons sont très mobiles dans l’hélium et il possède 

une grande conductivité thermique permettant d’obtenir des décharges stables, ce qui 

en fait un gaz de choix pour les applications [43]. Les métastables de l’hélium, du fait de 

leur durée de vie élevée, ont le temps d’accumuler assez d’énergie et ont donc un rôle 

primordial dans l’ionisation de plasma. De plus, les énergies d’ionisation de ces états 

métastables (comme 23S1 et 21S1) sont plus faibles que celle de l’hélium (24,6 eV [86]), 

donc il est plus efficace de générer ces états qui interviendront ensuite dans l’ionisation 

Penning. La Table 1.3 présente différentes réactions de production et destruction d’états 

dérivés de l’hélium : les métastables évoqués plus haut, l’excimère He2* et des ions 

comme He+ et He2+ [87], [88].  
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Table 1. 3 : Réactions impliquant l’hélium dans une décharge { pression atmosphérique.  
Nom E 

(eV) 
Type Production Réf. Destruction Réf. 

He* 
(23S1) 

19,8 
[43], 
[82] 

Métastable 
e + He  → He* + e 

 
[43], 
[87] 

Ionisation Penning de    
He* + O2(1Δ) → O2

+ + He + e 

 
[43], [79] 

He* 
(21S1) 

20,6 
[43], 
[82] 

Métastable 

e + He+ → He* 
 

e + He+ + He → He* + He 
 

e + He2
+ → He* + He 

 
e + He2

+ + He → He* + 
2He 

[79] 
 

[79] 
 

[79] 
 

[79] 

Ionisation Penning de    
He* + O3 → O2

+ + O + He + e 
 

[43] 
Ionisation Penning de O 

He* + O → O+ + He + e 
He* +O- → O + He + e 

He* + H2O → He + H2O+ + e 
He* + He* → He + He+ + e 

He* +O2
- →He + O2 + e 

He* +O3
- →He + O3 + e 

He* +O4
- →He + 2O2 + e 

He* + O2
+  →He + O + O+ 

He* + O4
+  →He + O2 + O2

+ 
He* + NO+ → N+ + He + O 
He* + NO+ → O+ + He + N 
He* + N2

+  →He + N + N+ 
He* + N4

+  → He + N2 + N2
+ 

He* + H2O+ → He + 2H + O+  
 

Collision électronique: 
e + He* → He+ + 2e 

 
[43] 
[79] 
[89] 
[79] 
[79] 
[79] 

[43], [79] 

[79] 
[43], [79] 

[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 

 
 

[43] 

He2* Excimère He* + 2He → He2* + He 
 

e + He2
+ + He → He2* + He 

 
e + He2

+ + He → He2* + He 
 

He2
+ + N2 → He2* + N2

+ 

 
He2

+  + 2e → He2* + He + hν 

[43], [79] 
 

[79] 
 

[43] 
 

[79] 
 

[79] 

He2* + H2O → 2He + H2O+ + e 
 

Ionisation associative: 
 

He2* + He2*  → He2
+ + 2He + e  

He2* +O-  → O + 2He + e 
He2* + O2  → 2He + O2

+ + e 
He2* + O3

-
  → 2He + O2 + e 

[89] 
 
 
 

 

[43], [79] 
[79] 
[79] 
[79] 

 

He+ Ion 
Ionisation de He 
e + He →He+ + 2e 

[43], 
[87] 

He+ + O → O+ + He  
He+ + O2→ O+ + O + He 

He+ + O3 → O+ + O2 + He 
He+ + O2(1Δ) → O+ + O + He 
He+ + O- + O2  → He + O + O2 

He+ + O(1D) → O+ + He  
He+ + NO → He + O + N+ / He + 

NO+ 
He+ + N2→ He + N + N+ / He + 

N2
+ 

He+ + OH → O+ + H + He 
He+ + H2O → He + H2O+ 

[43] 
[43] 
[43] 
[43] 
[79] 
[43] 
[79] 

 
[79] 

 
[79] 
[79] 

 

Impact électronique avec He* 
 

e + He* → He+ + 2e 
[43] 

He2+ Ion 

Ionisation associative: 
 

He* + He* → He2
+ + e 

 
He* + He2* → He2

+ + He + e 
 

He2* + He2* → He2
+ + 2He +e 

 

[43] 
 

Recombinaison électronique : 
He2

+  + 2e → He2* + He + hν 
He2

+  + He + e →He* + 2He + 
hν 

He2
+ + O →2He + O+ 

He2
+ + O2 → 2He + O + O+ 

He2
+ + O3 → 2He + O2 + O+ 

He2
+ + NO → 2He + NO+ 

He2
+ + N2 → 2He + N2

+ 
He2

+ + N2 → He2*+ N2
+ 

He2
+ + H2O → HO(A2    + 

HeH+ + He 

 
[43], 
[79] 

 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[61] 
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1.5.3.2     Cas de l’oxygène 

 

L’ajout de dioxygène dans le gaz vecteur permet d’enrichir fortement le milieu 

gazeux en espèces actives. De nombreuses réactions peuvent se produire et notamment 

avec les produits de réactions tels que l’oxygène atomique O, l’ozone O3 ou bien l’ion 

dioxygényle O2+ (cf Table 1.4). L’oxygène atomique O a été observé en spectroscopie 

optique d’émission [61], [61], [65] et le spectre d’émission du O2+ sera présenté dans 

cette thèse. 

 
Table 1.4 : Réactions impliquant le dioxygène dans une décharge à pression atmosphérique. 
Nom E (eV) Type Production Réf. Destruction Réf. 

O2 

Energie 
d’ionisation 

12,1 eV 
[30], [90] 

Molécule 

O + O + M → O2 + M 
(M : partenaire de collision) 

He+ + O3 → O+ + O2 + He 
He* +O2

- →He + O2 +e 
e + O3 → O- + O2 

O- + O3 → O2 + O2 + e 
O+ + O3 → O2

+ + O2  
O2

- + O3 → O3
- + O2 

O3 + O3 → O + O2 + O3 
O3 + NO2 → O2 + NO3 
O3 + N2 → O + O2 + N2 

O3 + H →O2 + HO° 
O3 + H2O → O + O2 + H2O 

O3 + O → O2 + O2 
O3 + O → O2 + 2O 

O3 + OH → HO2 + O2 
O3 + HO2 → HO° + O2 + O2 

O + NO2 → NO + O2 
O + NO3 → O2 + NO2 

O + OH → H + O2 
O + HO2 → OH + O2 
O + O3

- → O2
- + O2 

O2
+ + NO2 → NO2

+ + O2 
O2

+ + NO → NO+ + O2 
O2

+ + N2O5 → NO2
+ + NO3 + 

O2 
O2

+ + O3
- → O3 + O2 

O2
+ + O2

- →O + O + O2 
O2

+ + O2- → O2 + O2 

O2
+ + O- + O2 → O3 + O2 

O2
+ + O- + M → O + O2 + M 

O2
+ + O- → O + O2 

[91] 
 

[79] 
[79] 
[91] 

 
 

[91] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[79] 
[43] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[43] 
[43] 
[43] 
[43] 

 
[43] 
[43] 
[43] 
[91] 
[91] 
[91] 

e + O2 → O2(1D)  + e 
e + O2 → O2

+ + 2e 
e + O2 → O- + O + e 

He+ + O2 → O+ + O + He 
He2

+ + O2 → 2He + O + O+ 

 

He* + O2(1Δ) → O2
+ + He + e 

 
 

He2* + O2 → 2He + O2
+ + e 

O + O2 + He → O3 + He 
O + O2 + M → O3 + M 

 
O2

+  + O2 + M → O4
+ + M 

 
 

Transfer de charge : 
O2

 + N2
+ → O2

+ + N2 
 

 
 
 
 
 
 
 

[79] 
[92] 
[91] 
[79] 
[79] 

 
[43], 
[79] 

 
[79] 
[89] 
[91] 

 
[43], 
[91] 

 
 

[79] 

 

1.5.3.3     Cas de l’azote 

 

L’azote est le composant majoritaire de l’air. Lorsque la décharge entre en contact 

avec l’air ambiant, l’azote se mélange { l’onde d’ionisation et peut donc être directement 

ionisé par impact électronique ou par réaction avec les métastables de l’hélium 

(ionisation Penning). L’énergie des métastables doit être au moins égale à 15,6 eV pour 

ioniser l’azote [8]. Plusieurs états de l’azote moléculaire sont présents dans les 
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décharges plasma { base d’hélium comme l’ont montré Gazeli et al., [61], [65]. Les 

métastables ne sont pas émissifs mais la bande d’émission du N2 FPS dans la décharge 

permet de supposer la présence du métastable N2 (A3Σu+).  Cet état métastable de l’azote 

moléculaire est primordial pour la formation du radical HO° (cf 1.5.2.4). La Table 1.5 

présente quelques réactions conduisant { la formation d’états excités de l’azote 

moléculaire : N2 (B3π), N2 (C3πu) et N2+(B2Σu+) et l’état métastable N2 (A3Σu+). 

 
Table 1.5 : Réactions d’ionisation de l’azote dans une décharge à pression atmosphérique. 

Nom Production Réf. Destruction Réf. 

N2 FPS 
 

Transition 
N2 (B3π) → N2 (A3Σu

+) 
N2 (A3Σu

+) métastable 

N2(X 1Σg
+) + e → N2(B3π)  + e 

 
Etat métastable N2 (A3Σu

+) peut être 
produit majoritairement par : 
 N2(X 1Σg

+) + e → N2 (A3Σu
+) + e 

 
 

[91] 

  

N2 SPS 
 

Transition 
N2 (C3πu) N2 (B3πg) 

N2(X 1Σg
+) + e → N2(C3πu) + e 

N2+(X 2Σg
+) + 2e → N2(C3πu) + e 

N2+(X 2Σg
+) + M → N2(C3πu) + M+ 

(M : molécule de l’air ambiant, potentiel 

d’ionisation plus faible que celui de N2
+(X 

2Σg+)) 

[93] 
[93] 
[93] 

 

  

N2+ FNS 
 

Transition 
N2

+(B2Σu
+) 

→N2
+(X2Σg

+) + hν 
[80] 

N2(X 1Σg
+) + e → N2+(B2Σu+)  + 2e 

N2 (X 1Σg
+) + He2

+ → N2
+(B2Σu

+) + He2* 
N2 (X 1Σg

+) + He2
+ → N2

+(B2Σu
+) + 2He + e 

 
Ionisation Penning : 

N2(X 1Σg
+) + He* → N2

+(B2Σu
+) + He + e 

 

N2(X 1Σg
+)+ e → N2

+(X 2Σg
+) + 2e 

N2
+(X 2Σg

+) + e → N2
+(B2Σu

+) + 2e 

[91] 
[79] 
[93] 

 
 

[59], 
[86] 

 
[93] 

 

N2
+ (B2Σu

+) + (N2;O2) 
→ produits 

 
[61] 

 

 

1.5.3.4     Cas de l’eau 

 

La plupart des échantillons traités dans le cadre des applications biomédicales 

des décharges plasma font intervenir un milieu aqueux. De plus il a été observé par 

plusieurs groupes que les traitements par plasma induisent une évaporation de 

l’échantillon [36]. L’environnement extérieur de l’onde d’ionisation se modifie donc au 

cours du traitement via un apport de vapeur d’eau. L’énergie nécessaire pour ioniser 

l’eau est de 12,6 eV tandis que l’énergie nécessaire à la dissociation par impact 

électronique est plus faible, de 5,1 eV  [94]. Il a été prouvé que la présence de vapeur 

d’eau dans une décharge { pression atmosphérique favorise la formation du radical 

hydroxyle HO°, un puissant oxydant [30], [90], [94] lui-même { l’origine de la formation 

du peroxyde d’hydrogène H2O2. De fait, il est possible de volontairement enrichir le gaz 

vecteur { base de vapeur d’eau pour favoriser la production de ce radical. Quelques 

réactions faisant intervenir la molécule d’eau sont présentées Table 1.6.  
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Table 1.6 : Réactions impliquant la molécule d’eau dans une décharge { pression atmosphérique. 
Nom E (eV) Type Production Réf. Destruction Réf. 

H2O 

Energie 
d’ionisation 

12,6 eV 
[90], [94] 

Molécule 

HO° + H + M → H2O + M 
HO° + OH → H2O + O 

HO° + H → H2O 
HO° + HO2→H2O + O2 

HO° + HNO→H2O + NO 
HO° + H2→H2O + H 
HO° + O2→H2O + O 

HO° + H2O2 → H2O + HO2 
H3O+ + NO → NO+ + H + H2O 

H3O+ + N2O-  → N2O + H2O + H 
H3O+ + NO-  → NO + H2O + H 

H3O+ + NO2
-  → NO2 + H2O + H 

H3O+ + NO3
-  → NO3 + H2O + H 

H3O+ + O-  → O + H2O + H 
H3O+ + O2

-  → O2 + H2O + H 
H3O+ + O3

-  → O3 + H2O + H 
H3O+ + O4

-  → O2 + O2 + H2O + H 
H3O+ + H-  → H + H2O + H 

H3O+ + HO-  → HO° 
 + H2O + H 

H2O+ + H- → H2O + H 
HNO2 + HNO2 → NO + NO2 + H2O 

HO° + HNO2 → NO2 + H2O 
HNO2 + HNO3 → 2NO2 + H2O 
HNO3 + HNO2 → 2NO2 + H2O 

[90], [91] 

[90] 
[90] 
[90] 
[90] 
[90] 
[90] 
[90] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[91] 
[43] 
[43] 
[43] 
[43] 

Dissociation par impact 
électronique : 

e + H2O → HO° + H° + e 
 

Dissociation par un 
metastable : 

N2 (A3Σu
+)+ H2O → HO° + 
H° + N2 

 
Dissociation thermique: 
H2O +H2O  → HO° + H + 

H2O 
 

Hydratation de H2O+  : 
H2O+ + H2O  → H3O+ + OH 

 
O- + H2O → HO- + OH 
O(1D) + H2O → 2OH 

He+ + H2O → He + H2O+ 
e + H2O → H + HO+ + e + e 

 
 

 
[30], 
[89], 
[90], 
[94] 

 
 

 
[30], 
[94] 

 

 
[90] 

 

 
 

[90] 

 
[94] 
[94] 
[79] 
[91] 

 

 

1.6     Applications des plasmas froids au service de la médecine 

 

Les décharges à pression atmosphérique sont étudiées pour des applications 

biomédicales depuis une quinzaine d’années. L’utilisation des plasmas froids présente 

plusieurs avantages : 

 Les températures et densités d’énergie de certains composants du plasma 

peuvent être bien plus grandes que celles rencontrées dans les technologies 

conventionnelles. Par exemple en médecine et par comparaison, il faut des 

températures élevées pour cautériser des tissus biologiques ou pour 

l’ablation de tissus durant des interventions chirurgicales.  

 De nombreuses applications (pas seulement en médecine) nécessitent des 

quantités élevées d’espèces chimiques réactives. Les plasmas sont connus 

pour être une source très efficace de production d’ozone, lequel est utilisé 

pour le traitement de l’eau. En biomédecine, cette propriété des plasmas 

permet la stérilisation de surfaces, de l’air, de l’eau et est utile en ingénierie 

des tissus. 

 Enfin, ces plasmas sont hors équilibre thermodynamique et la température 

globale du gaz est de l’ordre de la température ambiante. En médecine, ils 

peuvent donc être efficaces pour faire coaguler le sang, en stérilisation de la 

peau et d’autres tissus et la cicatrisation de plaies.  
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Les premières applications biomédicales des plasmas ont commencé avec les 

travaux des équipes de Pietro Favia et Riccardo D’Agostino [95] (Université de Bari Aldo 

Moro, Bari, Italie) et Michael Wertheimer [96] (Ecole Polytechnique, Montréal, Canada) 

sur le traitement de surfaces puis le traitement de surface pour des interactions avec des 

cellules. En parallèle, des premiers essais pour la stérilisation ont été initiés par Michel 

Moisan [97] (Université de Montréal, Canada) avec des plasmas à basse pression. La 

plupart des applications biomédicales assistées par plasma nécessitent cependant d’être 

à pression atmosphérique. Igor Alexeff [98] (Université du Tennessee, Etats-Unis) et 

Mounir Laroussi [99] (Université Old Dominion, Norfolk, Etats-Unis) furent les premiers 

à mettre au point la stérilisation par plasma à pression atmosphérique tandis que la 

première application des plasmas directement sur cellules fut mise en place par Eva 

Stoffels [100] (Université d’Eindhoven, Pays-Bas).  

Plus récemment, les applications des plasmas froids hors équilibre 

thermodynamique dans le domaine de la médecine se sont multipliées de manière 

exponentielle. De nombreuses revues font l’état de la discipline de manière générale : 

[34], [101]–[112]. Citons en particulier leur mise en œuvre pour : 

 

- L’utilisation combinée de nanoparticules avec la technologie des plasmas 

froids [113]–[115].  

Quatre considérations sont à prendre en compte pour le traitement de maladies 

par plasmas froids et nanoparticules : 1) la réactivité ; 2) la sélectivité contre les 

pathogènes et cellules cancéreuses ; 3) la toxicité envers les cellules et tissus 

sains ; 4) le pouvoir de pénétration vers la zone contaminée. La synergie entre ces 

deux technologies offre la possibilité de combiner au mieux la chimie des plasmas 

froids, unique et très riche, avec la puissance de pénétration des nanoparticules 

en respectant les considérations précédentes. Une telle synergie peut être 

réalisée { l’étape de fabrication des nanoparticules (comme c’est le cas dans la 

Figure 1.10 ci-dessous) ou après. Dans cet exemple, des nanoparticules sont en 

immersion au sein d’un plasma fortement concentré en espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) qui vont être encapsulés dans les 

nanoparticules durant leur synthèse. Les nanoparticules ayant la capacité de 

traverser la barrière de la peau, leur contenu sera donc délivré sur la cible [115].  



  

  48 

 
Figure 1.10 : Fabrication de nano-capsules renfermant des ROS et/ou des RNS générés 
par un plasma (issu de [115]). 

 

Un autre exemple de synergie nanoparticules-plasmas froids est donné dans 

l’étude de  Park et al., qui ont montré que le traitement de bactéries Streptococcus 

mutans (S. mutans) par plasma froid était plus efficace lorsqu’il est associé à 

l’utilisation de nanoparticules d’or (gNPs, 30 nm de diamètre) (Figure 1.11).  

 

 
Figure 1.11 : Images par microscopie électronique à transmission de S. mutans traitées avec un 
plasma froids et des gNPs (x20,000). (A) Cellules contrôles sans aucun traitement. (B) Cellules S. 
mutans traitées uniquement par plasma. (C) Cellules S. mutans traitées par gNPs seulement. (D) 
Aspect morphologique de cellules S. mutans après traitement combiné par plasma et gNPs [113].  

 

 

 La stérilisation de tissus biologiques, de surfaces et d’outils chirurgicaux 

[29], [38], [46], [116]–[127]. 

C’est probablement la première application des plasmas froids ainsi que la plus 

étudiée et la mieux comprise. Comme nous l’avons vu précédemment, les plasmas 
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froids sont une source efficace d’espèces actives (atomes et molécules excités, 

ions, radicaux, UV…) capables de tuer des microorganismes tels que les virus et 

bactéries sans effets dus à la température. Diverses surfaces peuvent être traitées 

par plasmas froids telles que les tissus vivants (la peau, les blessures et ulcères), 

les liquides (l’eau, le sang et autres liquides biologiques), et l’air.  

La gamme d’applications de la stérilisation par plasmas froids { pression 

atmosphérique est très large. Les décharges DBD sont un outil efficace pour 

détruire des microorganismes résistants comme Bacillus subtilis, Bacillus 

anthracis et Deinococcus radiodurans [1]. Un autre exemple est donné Figure 1.12. 

 

 
Figure 1.12 : Traitement de spores de B. atrophaeus par un plasma 

He/O2 pendant 20 s (c) et 30s s (d) (issu de [124]). 

 

La stérilisation par plasma est un processus complexe déterminé par plusieurs 

composants et facteurs inhérents au plasma. La contribution de ces espèces varie 

en fonction des différents types de régime des décharges plasmas hors équilibre. 

On distingue notamment les effets biochimiques dus aux électrons présents dans 

la décharge, aux ions négatifs et positifs, espèces chargées, ROS/RNS, aux espèces 

neutres comme l’ozone et le radical hydroxyle HO°, le peroxyde d’hydrogène et 

les radiations UV (gamme allant des VUV (10-100 nm)  jusqu’aux UV A (315-400 

nm).  

Parmi les nombreuses études existant sur le sujet, on peut citer par exemple celle 

de Jablonowski et al., qui analyse l’effet du gaz environnant au plasma 

(« shielding gas » en anglais) sur la chimie produite en solution et l’impact final 

sur la bactérie Escherichia coli en comparaison avec des cellules eucaryotes, des 

kératinocytes (HaCat) [73]. Le réacteur à plasma utilisé ici est le kinpen09, 

développé { l’Institut National Polytechnique de Greifswald (Allemagne) par 

l’équipe de S. Reuter. Ce réacteur est constitué d’une électrode placée dans un 

capillaire en céramique entouré d’une électrode de masse circulaire (cette 

configuration est semblable à la configuration c.1) schématisée à la Figure 1.10). 

L’électrode centrale est portée { une tension de 2 { 6 kV crête-à-crête à une 
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fréquence de 1 MHz. Un débit de 3 slm d’argon circule dans le réacteur, tandis 

qu’un gaz environnant constitué d’un mélange O2/N2 s’écoule autour du plasma, { 

un débit total de 5 slm. Cinq millilitres de NaCl (0,85 %, pH initial 5,5) sont 

exposés 10 minutes à chaque plasma, à une distance de 9 mm. Quelques résultats 

obtenus lors de cette étude sont présentés ci-dessous Figure 1.13. 

 

 
Figure 1.13 : Dans une solution de NaCl à 0,85 % après 10 minutes de traitement plasma avec 
différentes compositions de gaz environnant (a) Valeurs de pH et concentration en H2O2 ; (b) 
Concentrations en ions nitrite et nitrate (c) Inactivation de E. coli en fonction de la durée du 
traitement plasma. (d) Viabilité de cellules HaCat (    ) pour différentes conditions de gaz 
environnant (issu de [73]). 

 

Dans la Figure 1.13 (a), une acidification de la solution de NaCl est observée, plus 

marquée pour le mélange de gaz environnant 25% O2/75% N2, assimilable à la 

composition de l’air. C’est aussi pour cette condition que la concentration en 

peroxyde d’hydrogène H2O2 est la plus faible, et a contrario la plus élevée en ions 

nitrite et nitrate (Figure 1.13 (b)). De plus pour les gaz 100% N2 et 100% O2, la 

concentration en H2O2 est la plus élevée et celle en nitrite/nitrate la plus faible. 

En comparaison, il n’y a pas d’inactivation des bactéries E. coli pour ces deux 

conditions extrêmes (Figure 1.13 (c)). A partir de 10 minutes de traitement, une 

réduction significative des colonies est observée pour les mélanges  25% O2/75% 

N2 et 50% O2/50% N2. 
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Les auteurs de ce travail font l’hypothèse que dans ces conditions acides, le 

peroxyde d’hydrogène réagit favorablement avec les ions nitrite pour former le 

peroxynitrite selon l’équation 1.23 : 

 

   
                          

 

Le peroxynitrite est connu pour être un puissant oxydant et bactéricide. Il se 

décompose principalement en ions nitrate NO3- à des pH inférieurs à 6,75. Ceci 

est compatible avec la plus forte réduction des bactéries obtenue pour la 

condition 25% O2/75% N2 (réduction de 5 log). Comparativement, la viabilité des 

cellules HaCat n’est pas affectée pour cette condition, ce qui donne l’espoir de 

pouvoir détruire des cellules procaryotes sans endommager des cellules saines, 

ceci pour une même condition de gaz environnant. 

 

- Des essais de coagulation sanguine en hématologie [128]–[130]. 
La coagulation sanguine est un sujet important en médecine, en particulier 

concernant le traitement de plaies. Plusieurs éléments sont indispensables au 

bon déroulement du processus de coagulation. Le caillot insoluble formé suite à 

ce processus est composé de fibrine, produite grâce à la conversion du 

fibrinogène (protéine du plasma sanguin) par la thrombine, une enzyme. Cette 

dernière est fabriquée par la prothrombine au cours d’un processus assez 

complexe impliquant des plaquettes sanguine et des ions calcium      qui sont 

des facteurs de coagulation importants.  

Les plasmas thermiques («coagulateurs plasma { l’argon » ; en anglais Argon 

Plasma Coagulators, APC) sont de nos jours classiquement utilisés en chirurgie 

pour cautériser des tissus lors d’interventions, par effet d’élévation de la 

température. Ces plasmas chauds sont obtenus par décharge radiofréquence (~ 

350 kHz) dans l’argon et atteignent 10 000 K localement (température 

électronique). Les plasmas froids offrent une alternative puisqu’il n’est pas 

nécessaire de chauffer pour obtenir le résultat escompté. De plus avec ces 

systèmes, la coagulation est obtenue par stimulation de mécanismes naturels de 

la coagulation, sans dommage des tissus alentour. L’exemple ci-dessous (Figure 

1.14) concerne une expérience de coagulation du sang in vitro.  

 

(1.23) 
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Figure 1.14 : Goutte de sang traitée par un réacteur DBD à électrode 
flottante (FE-DBD en anglais pour Floating Electrode-DBD). A gauche, 
après 15 secondes de traitement et à droite, le contrôle. Issu de [128]. 

 

Une goutte d’un donneur déposée sur une surface en acier inoxydable coagule en 

15 minutes environ. Lorsque qu’un traitement de 15 secondes est effectué par 

FE-DBD (DBD à électrode flottante), 1 minute suffit pour que la coagulation se 

produise. 

D’autres expériences ont été menées in vivo, sur la souris (SKH1) par l’équipe de 

Fridman (Drexel University, Etats-Unis) [105]. Quinze secondes de traitement par 

FE-DBD suffisent pour coaguler du sang provenant de la veine saphène. D’autres 

investigations ont été menées concernant l’accélération de la réparation 

tissulaire à travers la stérilisation des tissus et la coagulation du sang [1], [57], 

[119]. 

Les mécanismes biochimiques d’action conduisant { la coagulation sanguine ne 

sont cependant pas encore très clairs, mais plusieurs ont été étudiés et proposés, 

notamment par Kalghatgi et al., [130]. Les diverses expériences montrent que le 

plasma agit sélectivement au niveau des protéines du sang impliquées dans le 

processus naturel de coagulation et que contrairement aux premières 

hypothèses, il n’y a pas d’augmentation de la concentration en ions calcium      

ni de modifications du pH susceptibles d’agir sur le processus de coagulation, car 

les variations de pH induites par plasma sont très vite tamponnées par le sang. 

Par ailleurs, certaines propriétés physiques et biochimiques du sang peuvent être 

contrôlées par traitement plasma, comme par exemple sa viscosité [1]. 

 

 Le traitement de certains cancers [64], [131]–[151]. 

Le terme « cancer » désigne un ensemble de maladies qui se caractérisent par une 

prolifération et une propagation incontrôlée de cellules anormales. Des cellules 

saines peuvent en effet être soumises à des agressions de différentes natures et 

subir des altérations de l’ADN qui peuvent conduire { des mutations génétiques. 

Des systèmes cellulaires existent pour repérer et réparer ces altérations ou bien 

déclencher l’autodestruction des cellules anormales par apoptose lorsque celles-

ci sont trop importantes pour être réparées. Lorsque ces systèmes de protection 

ne fonctionnent plus, la cellule anormale peut alors continuer à se diviser malgré 

la présence d’altérations géniques. Si les gènes altérés sont impliqués dans la 

régulation de la prolifération cellulaire ou de l’apoptose, la cellule peut se 
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multiplier de façon anarchique pour conduire { la formation d’une tumeur 

cancéreuse.  

Avec le temps, les cellules cancéreuses continuent d’accumuler des mutations 

génétiques et acquièrent ainsi des nouvelles propriétés qui vont permettre à la 

tumeur de se développer localement en détruisant les cellules saines. Les 

propriétés principales des cellules cancéreuses sont leur nature « immortelle », la 

perte de leur fonction biologique d’origine, leur capacité { détourner les 

ressources locales à leur bénéfice (oxygène, énergie et facteur de croissance) et 

enfin, leur faculté { empêcher les défenses immunitaires de l’organisme { les 

combattre.   

Les cancers sont généralement classés en fonction du type de cellules auxquelles 

les cellules malignes tendent à ressembler. On peut citer par exemple : 

 Le carcinome qui dérive des cellules épithéliales. Il inclue le cancer de la 

prostate, du sein, des poumons, du pancréas et du colon. 

 Le sarcome, qui provient des tissus connectifs tels que les os, le cartilage le 

gras.  

 Le lymphome et la leucémie qui sont issus des cellules constituant le sang, 

qui quittent la moelle pour aller se loger dans la lymphe et le sang 

respectivement.  Ces cancers ne forment pas de tumeurs solides. 

 Le blastome, qui est commun chez les enfants et dérive des tissus 

embryoniques principalement. 

En fonction du type de cancer, les options de traitement incluent de la chirurgie 

suivie d’un long processus de chimiothérapie et/ou rayons. De manière 

intéressante, ces traitements impliquent souvent à un moment donné des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS). Ceci explique probablement la raison pour laquelle 

les traitements plasmas peuvent apparaître comme une approche alternative au 

traitement de cancers [1].  

Les premières études réalisées dans ce domaine de recherche montrant l’effet de 

traitement plasmas sur des cellules cancéreuses en culture ont été menées à 

l’université de Drexel (Etats-Unis) par Alexander Fridman [57]. Un plasma généré 

dans une configuration type DBD a été utilisé pour traiter des cellules du 

mélanome (ATCC A2058) dans un milieu liquide standard pour cellules. Le 

résultat le plus important de cette étude montre que les cellules sont non 

seulement détruites selon un processus de nécrose mais entrent également en 

apoptose, un processus multi-étape inhérent à la plupart des cellules dans le 

corps. L’apoptose résulte en la fragmentation des cellules (corps apoptotiques) 

que les cellules phagocytaires (comme les macrophages) sont capables 

d’engloutir avant que leur contenu ne soit libéré pour causer d’autres dommages 

alentour. Dans un cancer, le processus d’apoptose, qui fait partie du cycle naturel 

de renouvellement des cellules, est altéré et la prolifération des cellules 

cancéreuses est donc favorisée.  Il y a donc un intérêt { induire l’apoptose des 

cellules cancéreuses par traitement plasma. Vandamme et al., ont par exemple 

évalué l’intérêt d’utiliser des plasmas froids atmosphériques in vitro sur deux 
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souches de cellules cancéreuses (cellules du glioblastome U87MG et cellules du 

carcinome colorectal HCT-116). Le plasma utilisé est issu d’une configuration FE-

DBD dans l’air, en appliquant des pulses de tension de 23 kV d’amplitude { une 

fréquence de 2 kHz. Leurs résultats montrent que les ROS produits dans le milieu 

liquide (H2O2, O2°-) contenant les cellules cancéreuses induisent des dommages à 

l’ADN et l’apoptose [136]. Parmi les autres effets biologiques induits par plasmas 

froids sur des cellules cancéreuses, on peut citer des perturbations du potentiel 

de membrane mitochondrial et l’activation de protéines de la famille des caspases 

[141]. 

Enfin, des traitements par plasmas froids pourraient être envisagés en 

association avec des traitements déjà existants, dans la même idée que ce qui a 

été évoqué plus haut avec l’association nanoparticules-plasmas froids.  

  

 Des applications en odontologie [121], [152], [153]  

Il existe trois applications principales en odontologie utilisant la technologie des 

plasmas froids. La première concerne le traitement de bactéries à la surface des 

dents ou dans la racine (avec notamment S. mutans, la bactérie le plus souvent 

associée à des problèmes de caries) ; la seconde est relative { l’amélioration des 

propriétés d’adhésion et d’incorporation de matériaux tels que les implants ; la 

troisième est d’ordre cosmétique et fait référence au blanchiment de l’émail des 

dents (Figure 1.15). 

 

 
Figure 1.15 : Blanchiment de dent (issu de [153]). 

 

Des essais prometteurs ont été effectués pour soigner les gingivites 

(inflammation/infection des gencives), { l’aide d’un  générateur de NO° { l’aide de 

plasmas. Il s’agit du générateur { plasma « Plasmon », mis au point { l’université 

technique Bauman de Moscou par Shekhter et al., en 1998.  Ce plasma est obtenu 

par une décharge type arc électrique en mode DC, dans l’air { haute température. 

Lorsque le gaz contenant le NO° sort du réacteur, il est refroidit à environ 18-20 

°C [154].  

L’une des premières équipes proposant d’appliquer des plasmas directement sur 

la surface des dents est celle d’Eva Stoffels  (Institut des technologies, Eindhoven, 
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Pays-Bas). Ils ont développé un plasma type « jet de plasma » dans l’hélium 

(gamme des radiofréquences) pour traiter des cavités dentaires et s’est révélé 

efficace pour tuer les bactéries présentes [155]. Une autre équipe, celle de C. Jiang  

(Université de Californie, Etats-Unis) a considéré l’application de plasmas froids 

pour désinfecter les racines { l’aide d’un jet de plasma (He/O2) avec une 

alimentation électrique fournissant des créneaux de haute tension pulsés [156]. 

Enfin, des études préliminaires menées par Ritts et al., (Université du Missouri, 

Kansas, Etats-Unis) ont montré le potentiel des plasmas froids pour augmenter 

les propriétés d’adhésion entre la dentine (située sous l’émail) et le matériau de 

60 % ce qui contribuerait à améliorer les performances du dit matériau ainsi que 

sa longévité [157]. 

 

 Le traitement de plaies et la réparation tissulaire en dermatologie 

[158]–[167]. 

       Lorsque la peau présente une blessure, elle possède l’habilité de se réparer ou de se 

régénérer elle-même à travers un processus biochimique complexe. Le processus de 

réparation tissulaire peut être divisé en quatre phases basées sur des mécanismes 

complexes tels que la migration cellulaire, l’adhésion/non-adhésion, la prolifération, 

la différenciation et l’apoptose. Les quatre phases sont les suivantes [1]: 

 

- La phase hémostatique qui intervient immédiatement après la blessure. Les 

vaisseaux sanguins affectés se rétrécissent et la cascade menant à la coagulation 

débute.  

 

- La phase inflammatoire se produit dans les 6 à 8 heures suivant la blessure. Les 

tissus endommagés envoient des signaux biochimiques aux globules blancs 

(cellules phagocytaires) dont le rôle est de phagocyter les bactéries et autres 

organismes ayant envahi la plaie (Figure 1.16). 
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Figure 1.16 : Phase inflammatoire (issu de [168]). 

 

- La phase de prolifération/réparation. Environ 2 à 3 jours après la blessure, 

l’angiogenèse, associée { la formation de collagène et la granulation des tissus,  se 

produit lors de la contracture de la plaie (Figure 1.17).  

 
Figure 1.17 : Phase de prolifération (issu de [168]). 
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- La phase de maturation (épithélialisation et remodelage des tissus). Elle a lieu sur 

une longue période et résulte en la formation d’une cicatrice et augmente la force 

de tension du nouveau tissu formé.  

 

Dans le processus « normal » de réparation tissulaire, des cellules comme les 

macrophages, les fibroblastes et les kératinocytes sont impliquées. Dans les 24 

heures suivant la blessure, les cellules du système immunitaire (les macrophages 

par exemple) réalisent un certain nombre de fonctions telles que la phagocytose 

des bactéries, la génération de protéines antimicrobiennes, le relargage de RONS, 

des sécrétions d’élactase et de collagénases (enzymes qui rompent l’élastine et les 

fibres de collagène) qui facilitent la dislocation du tissu endommagé, et le 

relargage de nombreux facteurs de croissance tels que les cytokines et enzymes 

qui contrôlent la prolifération cellulaire et l’angiogenèse. Les macrophages 

permettent donc { la plaie d’évoluer vers la phase de réparation.  

La troisième phase citée ci-dessus implique l’action des fibroblastes. Ils 

permettent de reformer un tissu granulaire rudimentaire et la matrice 

extracellulaire grâce à des enzymes, les protéases. Les fibroblastes sécrètent 

également des facteurs de croissance qui aide { l’angiogenèse.  

La dernière phase est dépendante du tissu granulaire car les kératinocytes 

responsables de la ré-épithélialisation ont besoin d’un tissu viable au sein duquel 

effectuer leur migration. Les cellules souches épithéliales des follicules de poils 

dans les couches profondes de la peau prolifèrent également et migrent au niveau 

du nouveau tissu en formation. A nouveau, les kératinocytes, stimulés par l’oxyde 

nitrique NO°, sécrètent des facteurs de croissance, cytokines et protéases [1].  

 

Il existe plusieurs facteurs altérant le processus normal de réparation tissulaire 

décrit par les phases citées plus haut. Notamment, la phase inflammatoire peut 

être vue comme la séquence clef de ce processus, car elle permet de lutter contre 

les bactéries mais aussi d’initier la prolifération et la migration cellulaire. La 

prolongation de cette phase empêche la progression vers la phase de 

prolifération et conduit à la destruction de la matrice extracellulaire et au 

développement de tissus nécrotiques. Les plaies chroniques sont issues de ce 

type de disfonctionnement. Plusieurs facteurs sont { l’origine de ce problème 

comme par exemple l’infection et la colonisation de la plaie par des pathogènes et 

l’hypoxie causée par un manque d’oxygène et une faible circulation sanguine [1]. 

Ces plaies chroniques sont connues sous le nom d’ulcère cutané qui est en 

général douloureux pour le patient et difficile à soigner. De plus, ces plaies 

chroniques sont souvent infectées par des bactéries telles que Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aeruginosa [1], [159]. Enfin, il existe également certains 

cas de réparation tissulaire excessive, résultant en la formation de cicatrices 

hypertrophiques et chéloïdes [169].  
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Comme nous l’avons vu, ce processus de réparation tissulaire est régulé par des 

facteurs de croissance, des cytokines, etc… De plus, des études récentes ont aussi 

montré le rôle crucial joué par l’oxyde nitrique NO° ainsi que les ROS en général 

dans le processus de réparation tissulaire. Les ROS interviennent pour la défense 

contre les pathogènes présents dans la plaie et sont également des médiateurs 

essentiels de la signalisation cellulaire. On peut citer le cas du peroxyde 

d’hydrogène, un ROS important pour une angiogenèse efficace. Cependant, une 

quantité excessive de ROS est délétère à cause de leur forte réactivité. La Figure 

1.18 présente les différents ROS produits dans des tissus en phase 

inflammatoire : 

 

 
Figure 1.18 : Schéma décrivant les ROS impliqués dans les tissus en phase inflammatoire, avec les 
enzymes qui les génèrent et détoxifient ainsi que des macromolécules oxydantes. GSH : glutathion. 
Issu de [169]. 

 

Dans ce contexte, on comprend que les plasmas froids peuvent présenter un 

intérêt pour améliorer le processus de réparation tissulaire, du fait de leur 

richesse chimique en RONS. Par ailleurs,  cette méthode physique présente 

plusieurs avantages : les réactions allergiques ou toxiques sont peu probables 

d’après les connaissances actuelles, il n’y a pas de contact direct avec le tissu, le 

traitement est sans douleur, non invasif et présente des propriétés stérilisantes. 

Un essai clinique a été réalisé en Allemagne sur 150 patients { l’aide du système 
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MicroPlaSter® (plasma froid { l’argon), pour traiter des plaies chroniques 

infectées [159]. Les tests ont montré l’efficacité du traitement sur la réduction du 

nombre de colonies de bactéries sans effets secondaires apparents (Figure 1.19).  

 

 
Figure 1.19 : Traitement d’ulcère cutané { l’aide d’une torche { plasma (MicroPlaSter®) contenant 
6 électrodes (2,45 GHz, 86 W, Ar 2,2 slm) (issu de [159]). 

 

 

1.7     Objectifs de la présente thèse : traitement de milieux liquides d’intérêt 

biologique 

 

On peut se rendre compte à la vue des exemples marquants ci-dessus que les 

plasmas sont directement appliqués pour des traitements biomédicaux. C’est donc a 

priori un domaine qui a atteint une maturité scientifique et technologique conduisant à 

des applications chez l’humain. 

 Néanmoins, une analyse des supports et publications de ces applications et des 

appareils mis sur le marché montre qu’ils sont souvent fondés sur des approches 

empiriques ou pragmatiques. Ces systèmes d’application des plasmas froids sont 

considérés comme non invasifs ou destructifs et ne sont pas considérés comme des 

produits médicaux en tant que tel. De ce fait, la caractérisation et démonstration de leurs 

effets et conséquences n’est pas obligatoire pour une mise sur le marché. 

Il est néanmoins primordial de comprendre scientifiquement quels peuvent être 

les effets des plasmas appliqués sur des tissus notamment à long terme, sachant la 

diversité physico-chimique de leurs composants et des systèmes de création de ces 

plasmas (expliqués ci-dessus). Le premier niveau d’interaction des plasmas avec le 

vivant étant celui avec les milieux liquides qui sont présents en surface des tissus, des 

cellules in vivo ou en culture, il est nécessaire d’appréhender avec précision les 

mécanismes physico-chimiques qui s’y déroulent. La compréhension de ces interactions 

plasma-liquide constitue le but de ma thèse. 

Depuis une décennie, un attention particulière a en effet été portée à ces 

interactions des plasmas avec les liquides ([21], [30], [36], [37], [47], [170]–[181]). 

Différents types de liquides présentent un intérêt d’étude : les liquides à pH 

physiologiques tels que le tampon phosphate salin (PBS), les solutions de NaCl, les 

liquides de culture biologique tels que le milieu modèle RPMI (Roswell Park Memorial 
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Institute medium) et l’eau, bien que ce milieu ne soit pas physiologique car incompatible 

avec des cellules à cause des chocs osmotiques possibles. Pour étudier ces liquides, 

plusieurs types de décharges sont utilisés : les décharges directes dans les liquides ; les 

décharges dans la phase gaz produisant de la réactivité dans un liquide ; les décharges 

multiphases incluant des plasmas dans des bulles { l’intérieur d’un liquide ou bien des 

décharges en contact avec des sprays liquides et des mousses. Ces différentes 

configurations sont présentées sur la Figure 1.20. 

 

 
Figure 1.20 : Schémas de différentes décharges utilisées dans les interactions plasma-liquide : (A) 
décharge directe dans un liquide, (B)-(D) décharges dans un gaz, (E) et (F) des décharges 
multiphases (issu de [178]).  

 

Chacune de ces configurations présentes des propriétés spécifiques dont certaines sont 

résumées dans la Table 1.7 ci-dessous. 

 
Table 1.7 : Propriétés typiques de quatre types de décharges : les déchargés pulsées directement 
dans un liquide, les décharges glow en DC dont une des électrode est l’eau, les jets de plasma 
pulsés et les DBD filamentaires (issu de [178]). 

 
 

L’étude des processus physico-chimiques survenant { l’interface plasma-liquide 

est un défi particulièrement pluridisciplinaire à cause de la variété des espèces 

chimiques et des effets physiques impliqués (les radicaux et espèces réactives, les ions, 
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les électrons, les émissions de photons dans l’UV, le champ électrique, les effets 

thermiques et les espèces neutres). Chaque composant peut faire l’objet d’études 

spécifiques dans un domaine précis de recherche. De plus, l’interaction du plasma avec 

l’air ambiant reste une problématique { résoudre dans le sens où il n’y a pas de contrôle 

des échanges plasma-air, ce qui est préjudiciable pour des applications sur le vivant 

(Figure 1.21). En effet, les moindres variations se produisant dans l’environnement 

extérieur à la décharge (température, pression, taux d’humidité etc…) peuvent la 

modifier drastiquement pour conduire à des problèmes de reproductibilité lors des 

expériences.  

 
Figure 1.21 : Schéma des différents types d’interactions du plasma ; avec 
l’air ambiant et avec un milieu liquide composé de PBS (Tampon 
phosphate salin). 

 

Un autre défi est de réussir à détecter et quantifier dans les liquides traités des 

espèces réactives dont la durée de vie est de l’ordre de la microseconde voire la 

nanoseconde comme c’est le cas du radical HO° (durée de vie de l’ordre de      

secondes [182]). En effet, ces espèces oxydantes et très réactives sont suspectées d’être 

{ l’origine des effets observés sur les cellules ou bactéries. Dans la littérature, ces 

espèces réactives sont nommées par le terme générique RONS (Reactive Oxygen and 

Nitrogen Species) ou bien distinctement ROS (Reactive Oxygen Species) et RNS 

(Reactive Nitrogen Species) et suscitent un grand intérêt [36], [47], [54], [58], [74], [79], 

[126], [158], [183]–[186]. Une étude approfondie est donc nécessaire pour d’une part 

identifier et quantifier l’ensemble des espèces réactives générées au sein de la phase 

plasmas et ensuite dans les liquides, d’autre part pour les maîtriser au mieux. 

Lors de cette thèse, de nouveaux capteurs électrochimiques et des approches 

méthodologiques seront développés pour identifier et quantifier les espèces réactives de 

l’oxygène et de l’azote (RONS) produites dans des milieux liquides physiologiques, 

exposés à des jets de plasmas froids atmosphériques. Les analyses électrochimiques 
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seront combinées { de la spectroscopie d’absorption UV-visible ainsi qu’{ des méthodes 

de chimie analytique telles que la pH-métrie et la conductimétrie. De plus, des mesures 

de Spectroscopie d’Emission Optique (SEO ou OES en anglais) des plasmas seront 

réalisées afin d’établir une corrélation entre les espèces réactives générées dans le 

plasma et dans le milieu liquide. D’autre part, une stratégie sera mise en place pour 

essayer de contrôler les interactions plasma-air afin de s’affranchir de toute variation 

extérieure.  

L’ensemble des résultats obtenus devrait permettre d’appréhender de façon fine 

les interactions plasma-air et plasma-liquide, notamment les effets induits par différents 

plasmas froids dans des milieux liquides physiologiques et d’établir un lien avec les 

études menées sur des cellules en culture et sur la peau dans le cadre du projet ANR 

PlasmaRegen finançant ce travail. Ce projet ANR regroupe plusieurs partenaires 

regroupant des laboratoires et une entreprise qui ont chacun une mission particulière 

dans le projet. L’IPREM { Pau et l’ISM { Bordeaux concentrent leurs recherches sur 

l’étude des propriétés physique et chimique des plasmas froids de décharges, ainsi que 

sur la caractérisation des RONS produits par des plasmas froids dans des milieux 

liquides, sur cellules et sur des tissus biologiques. Le laboratoire STROMALab du CHU de 

Rangueil à Toulouse se concentre sur les effets des plasmas froids sur des cellules en 

culture et in vivo (sur souris) tandis que l’entreprise Genoskin, basée { l’ITAV { Toulouse 

s’intéresse aux effets des plasmas froids sur des explants de peau humaine.  
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Chapitre 2 : Dispositif expérimental 

Dans ce chapitre, le réacteur de base utilisé pour toutes les expériences sera présenté 

ainsi que les méthodes de diagnostics électrique et optique de son fonctionnement. 

Ensuite, seront décrits le type de plasmas générés et le traitement des milieux liquides 

ainsi que les techniques utilisées pour leur caractérisation physico-chimique. Les 

éventuelles modifications apportées au réacteur au cours de l’étude (notamment 

l’environnement du réacteur) seront présentées directement dans les chapitres 

concernés (Chapitres 4 et 5). 

2.1     Configuration du réacteur : électrodes, alimentation électrique et gaz 

vecteur 

 

Le réacteur utilisé est basé sur la technologie DBD décrite au premier chapitre. Sa 

configuration est de type c.1 (voir Figure 1.7 au chapitre 1). Un schéma du système est 

présenté Figure 2.1 :  

 

 
Figure 2.1 : Configuration des électrodes et du type de 
décharges qui en découlent : une DBD radiale entre la 
cathode et l’anode et des ondes d’ionisation guidées 
par le tube diélectrique dans l’air ambiant. Les 
éléments du schéma ne sont pas { l’échelle.  

Le réacteur est tout d’abord 

constitué d’un tube diélectrique 

en quartz (dont les dimensions 

caractéristiques sont : 

 ⌀tube int = 1,2 mm et ⌀tube e t = 3 

mm). A l’intérieur est insérée une 

électrode en cuivre étamé reliée à 

l’alimentation électrique.  

Une électrode métallique 

cylindrique en inox 316L est 

accolée au tube diélectrique et 

fait office de masse. Ses 

dimensions sont ⌀c th int = 3 mm 

et 𝑙c th = 10 mm. 

Le gaz vecteur est envoyé dans le 

tube diélectrique. Il est constitué 

d’hélium (pur { 99,999 %) avec 

un débit maximal de 2 slm. Il peut 

aussi être mélangé avec de 

l’oxygène ou de l’azote { hauteur 

de 1 % du débit total. Les débits 

sont contrôlés par des 

débitmètres massiques EL-FLOW, 

Bronkhorst High-Tech. 
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L’anode est alimentée par une tension impulsionnelle positive fournie par une 

alimentation commerciale dont la tension peut varier de 0 à 10 kV, la fréquence jusqu’{ 

20 kHz et le rapport cyclique peut être ajusté entre 0 % et 1 % (il correspond au rapport 

de la durée de l’impulsion τ sur la durée d’une période T). Dans cette thèse, les 

paramètres suivants ont été majoritairement utilisés : l’amplitude sera fixée à 7,5 kV 

avec une fréquence de répétition de 10 kHz et un rapport cyclique de 1 %. Ce signal 

électrique de tension est représenté Figure 2.2. L’ordre de grandeur du temps de montée 

et de descente du créneau de tension est de 50-          . Rappelons que ce type de 

régime pulsé associé à un faible rapport cyclique permet aux électrodes de se décharger 

régulièrement et de limiter l’augmentation du champ électrique, et donc des courants 

(voir section 1.2.4 au chapitre 1). 

 

 
Figure 2.2 : Schéma de l’impulsion électrique. Amplitude A = 7,5 kV, période T = 
100 µs, durée d’une impulsion τ = 1 µs, rapport cyclique    = 1 % (issu de [6]). 

 

Le réacteur est positionné dans un support en téflon (PTFE) pour maintenir 

mécaniquement les électrodes et le tube diélectrique. Ce support isolant constitue une 

protection mais il permet aussi une meilleure manipulation du réacteur si besoin est.  

 

Dans cette configuration, des décharges DBD radiales sont initiées dans le tube 

entre l’anode (électrode portée à la haute tension) et la cathode à la pression 

atmosphérique et température ambiante. Un fort effet de pointe a également lieu au 

niveau de l’extrémité inférieure de l’anode (et ce, indépendamment des DBD radiales) 

qui va permettre l’ionisation du gaz vecteur qui circule alentour pour générer des ondes 

d’ionisation axiales de type streamers guidés ou « balles de plasma » qui ont été décrits à 

la partie 1.2.5. Ces streamers sont guidés par le tube en quartz et le flux du gaz pour 

arriver ensuite directement dans l’air ambiant entourant l’expérience, puis 

éventuellement { la surface du liquide que l’on veut exposer.  

Ces ondes d’ionisation ne sont pas { proprement parler des streamers tels qu’ils 

ont été décrits au Chapitre 1, car ici il n’y a pas de cathode de nature et de distance fixées 

par rapport { l’anode. En effet, la nature de la cathode va dépendre de l’application : elle 

peut être un liquide ou une surface biologique par exemple. Par ailleurs, la tête du 
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« streamer guidé » est amortie lors de sa pénétration dans l’air ambiant, ce qui signifie 

que son énergie va diminuer, expliquant finalement que le plasma s’éteint au bout d’une 

certaine distance.  

 

 

2.2     Différents diagnostics des ondes d’ionisation  

 

Différents outils de mesure ont permis de diagnostiquer le plasma d’un point de vue 

électrique (mesures de tension, courant) et optique. Ces outils sont intégrés dans le 

schéma suivant représentant le montage expérimental dans sa globalité (Figure 2.3).  

 

 
Figure 2.3 : Schéma du montage expérimental avec les différents outils de diagnostic électrique et 
optique. 

 

Les différents outils de diagnostic du plasma tels que l’oscilloscope, les sondes de 

tension et de courant ainsi que le montage pour la spectroscopie d’émission optique 

vont être décrits dans la partie suivante. 
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2.2.1     Diagnostic électrique 

2.2.1.1     Oscilloscope  

 

L’utilisation d’un oscilloscope est nécessaire pour suivre d’une part, la tension 

appliquée afin de s’assurer du bon fonctionnement du montage, mais aussi pour suivre 

l’évolution du courant mesuré { l’aide de la sonde de courant. L’oscilloscope numérique 

utilisé dans ce travail est un Tektronix ® TDS3054B, avec une bande passante de 500 

MHz, et une fréquence d’échantillonnage de         .  

 

2.2.1.2     Sondes de tension et de courant 

 

La sonde de tension utilisée sert à mesurer la tension appliquée entre les deux 

électrodes pour générer la décharge électrique. Il s’agit d’un modèle Tektronix P6015A 

possédant une bande passante de 75 MHz. Elle permet notamment de diviser la tension 

d’entrée par mille afin de pourvoir la visualiser { l’oscilloscope.  

La sonde de courant est un modèle Pearson Electronics® 6585, avec une  gamme 

de fréquence allant de 40 kHz à 250 MHz et possédant une sensibilité de        . Le 

principe de mesure d’une telle sonde repose sur le principe physique d’induction, décrit 

dans la thèse de Claire Douat [8]. Le courant à mesurer circule dans un tore circulaire 

constituant une bobine. Ce courant génère alors un champ magnétique dans le tore. La 

force électromotrice (f.e.m.) correspondant à la variation du flux de champ magnétique 

est alors mesurée (éq. 2.1). 

 

     
   

  
    

 

Avec   la f.e.m d’induction et    le flux du champ magnétique induit.  

 

Le signal du courant associé au signal de tension précédemment présenté (Figure 

2.2) et décrit à la Figure 2.4.  

(2.1) 
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Figure 2.4 : Signal de courant de la DBD associé au signal de tension (issu de [6]). 

 

Bien que la mesure du courant soit effectuée au niveau de la DBD radiale, ce courant est 

représentatif de l’énergie injectée dans le système, au niveau de la pointe. On peut voir 

sur la Figure 2.4 qu’un courant positif en valeur absolue a été mesuré lors des montée et 

descente du créneau de tension, ce qui correspond au moment où l’onde d’ionisation est 

formée. Le reste du temps (pendant la durée du créneau de 1 µs et entre deux créneaux), 

les espèces générées par le plasma diffusent, guidées par le tube diélectrique dans l’air 

ambiant.  

 

2.2.2     Diagnostic optique : spectroscopie d’émission optique  

 

La spectroscopie d’émission optique donne accès { la répartition spectrale de la 

lumière émise par le plasma, ce qui donnera des informations concernant sa 

composition physico-chimique. Ce point est essentiel pour comprendre la chimie 

générée dans les liquides traités et pour finalement faire le lien entre les différentes 

chimies (dans le plasma et dans le liquide). 

Le protocole expérimental et la méthode donnant accès à la température du gaz 

présentés ci-dessous ainsi que les résultats qui seront donnés au chapitre 3 section 3.2 

sont issus du travail réalisé par Kristaq Gazeli lors de sa thèse, sur le même réacteur [6]. 

Ils serviront de base à la compréhension des phénomènes physico-chimiques observés 

ensuite dans le milieu PBS traité par plasmas concernant le premier réacteur étudié. Ce 

même type de montage ainsi que la méthode d’accès { la température du gaz seront 

repris dans cette thèse au chapitre 4, section 4.3 avec le deuxième réacteur (réacteur 

environné), ainsi qu’au chapitre 5, section 5.2.  
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2.2.2.1     Principe physique  

 

Dans un plasma, certains atomes et molécules peuvent se trouver dans un état 

excité. Lorsque la transition pour retourner { l’état fondamental est de type radiatif, elle 

est accompagnée par l’émission d’un photon qui possède une longueur d’onde 

caractéristique.  

Dans un gaz composé { la fois d’atomes et de molécules, différents états existent : 

les états électroniques pour les atomes et les états vibrationnels et rotationnels se 

rajoutent pour les molécules [8]. Un spectre peut donc être composé de raies atomiques 

(issues de la désexcitation d’atomes) et de bandes moléculaires avec des structures 

vibrationnelles et rotationnelles lorsqu’il s’agit d’une molécule. Les structures 

rotationnelles serviront à estimer la température du gaz (cf. 2.2.2.3).  

 

2.2.2.2     Protocole expérimentale, montage 

  
L’émission lumineuse est captée par une fibre optique, positionnée à 5 mm de 

l’axe du plasma, et { 5 mm en deç{ du tube en quartz (Figure 2.4). Cette zone d’émission 

du plasma a été intégrée spatialement { l’aide d’un diaphragme et sondée sur [200-900 

nm] en spectroscopie d’émission optique UV-visible afin d’identifier les espèces 

gazeuses émissives présentes dans l’onde d’ionisation se propageant dans l’air ambiant. 

Pour cela, un spectromètre 1000 M JOBIN YVON® 
(1200 traits/mm, avec un angle de 

blaze de 500 nm) a été utilisé. Il est équipé d’une fibre optique (Ceramoptec® UV 

1500/1590 N) et d’une caméra CCD 3000 V. Cette fibre optique peut être déplacée 

suivant les trois axes x, y et z afin de sonder le plasma dans différentes zones. La Figure 

2.5 présente le schéma du montage pour ces mesures de spectroscopie d’émission 

optique.  

 

 



 

  69 

 
Figure 2.5 : Schéma du montage pour les mesures de spectroscopie d’émission optique. La fibre 
optique est positionnée dans un support en PVC, et un diaphragme est inséré dans celui-ci afin 
d’obtenir une résolution spatiale de 2 mm qui évite le chevauchement spatial pour différentes 
positions de la fibre optique (d’après [6]).  
 

A l’aide du logiciel Origin®, les possibles artefacts ont été retirés des spectres, 

puis ces derniers ont été calibrés { partir d’un programme Matlab® réalisé par K. Gazeli 

afin d’adapter les spectres { la réponse spectrale de tout le système de mesure 

spectroscopique comprenant la fibre optique, le spectromètre, le détecteur de lumière 

etc…[6]. Ce programme permet d’appliquer des facteurs de calibration sur les spectres 

expérimentaux. De cette façon, les intensités des espèces émissives sont relatives et 

permettent une analyse semi-quantitative (il ne sera en revanche pas possible de 

calculer des concentrations d’espèces).  

 

2.2.2.3     Accès à la température du gaz 

 

La température du gaz est un paramètre essentiel du plasma car il influence 

fortement sa chimie et donc ses applications possibles. Un plasma est hors équilibre 

thermodynamique, c’est-à-dire que les différentes espèces le composant (cad. les 

électrons, ions, neutres et radiaux) ne possèdent pas les mêmes énergies cinétiques. La 

température des électrons    est très élevée par rapport à la température globale du gaz 

   qui représente l’énergie cinétique des espèces neutres. D’autre part, les niveaux 

d’énergie dans une molécule peuvent également être hors équilibre (rotation     , 

vibration      , translation        et excitation électronique    ). De fait, chaque 

température est différente :                            [85]. L’analyse de 

structures rotationnelles de molécules particulières est utilisée pour estimer leur 

température rotationnelle et remonter ainsi à une estimation de la température globale 

du gaz. La température rotationnelle correspond à la distribution de Boltzmann du 

peuplement des différents états rotationnels d’une molécule. Les molécules dans un état 
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rotationnel sont en fait en équilibre avec les molécules neutres composant le gaz. Ceci 

est possible parce que les énergies nécessaires { l’excitation rotationnelle sont faibles 

(de l’ordre de 0,01 eV) et les temps de transition sont courts. La température du plasma 

est donc directement déduite de la température rotationnelle [187].  

La durée de vie d’une molécule dans son état fondamental étant normalement 

plus élevée que le temps caractéristique entre deux collisions, la température 

rotationnelle de l’état fondamental est généralement une bonne représentation de la 

température moyenne du gaz. Cependant, des techniques spécifiques sont nécessaires 

pour avoir accès { la température rotationnelle de l’état fondamental d’une molécule 

comme la Fluorescence Induite par Laser (LIF) et des techniques de spectroscopie 

Raman ou d’absorption. La température du gaz est donc dans la plupart des cas obtenue 

gr}ce { des mesures de spectroscopie d’émission optique en utilisant la distribution de 

population des niveaux rotationnels des états excités de certaines molécules 

diatomiques.  

Des transitions spécifiques des molécules   ,   , et   
  sont classiquement 

employées pour remonter à la température rotationnelle de ces molécules. Il s’agit des 

transitions suivantes :          
  u     g  à 337,13 nm,              i  à 306,4 

nm (valeur théorique, la raie la plus intense du système se situant à 309 nm) et 

  
          u

     g
   à 391,44 nm [85], [188]. Dans ce travail, les deux premières 

molécules ont été utilisées. De plus, leur second ordre (se situant respectivement à 618 

nm et 674,26 nm) a été préférentiellement choisi en raison de la meilleure résolution 

spectrale du spectromètre. Il faut donc que d’une part ces transitions soient présentes 

dans le plasma et que les spectres correspondants soient bien résolus. Un programme 

Matlab® développé { l’Institut Jean Lamour (Nancy) par Thierry Belmonte et Cédric Noël 

a été adapté à notre système par K. Gazeli au cours de sa thèse pour ajuster les spectres 

expérimentaux à partir de spectres simulés en suivant la méthode décrite par Cardoso et 

al., [188] et ainsi remonter à la température rotationnelle de ces molécules sondes. Nous 

les remercions donc pour leur contribution importante à ce travail. 

 

2. 3     Traitement de milieux liquides d’intérêt biologique 

2.3.1     Dispositif expérimental 

 

Le liquide retenu pour toutes les expériences réalisées lors de cette thèse est le 

PBS (« Phosphate Buffer Saline solution », soit tampon phosphate salin). C’est un liquide 

physiologique couramment employé pour traiter par plasma des cellules in vitro ([119], 

[125], [126], [146], [158], [160], [170], [181], [189], [190]) et pour les études des 

interactions plasma-liquide ([37], [125], [126], [170], [179], [181]). Il présente la 

caractéristique principale d’être tamponné { un pH de 7,4, d’où le terme 

« physiologique ». Le PBS utilisé (PAN BIOTECH) est composé de KCl (0,003        ), 

KH2PO4 (0,002        ), NaCl (0,137        ), Na2HPO4 (0,01        ) et est exempt de 

     et     . En général, un volume de 2 mL a été traité dans des plaques de culture 
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stériles 6 puits (FALCON ; diamètre individuel des puits de 35 mm), pendant différents 

temps d’exposition : 2 minutes et 30 secondes, 5 minutes et 10 minutes. Ces plaques 6 

puits sont couramment utilisées pour réaliser le traitement par plasma de cellules en 

culture (in vitro). La distance entre la sortie du tube en quartz et la surface du liquide est 

fixée à 15 mm. En effet, au-delà de cette distance le long de l’onde d’ionisation, l’intensité 

des espèces chimiques émissive commence à chuter, comme cela a été démontré dans la 

thèse de K. Gazeli [6] (Chapitre 3, page 146, mêmes conditions expérimentales). Il était 

donc nécessaire de se placer dans une zone chimiquement riche et potentiellement 

active afin d’optimiser la chimie produite en solution. Le schéma du montage est 

présenté Figure 2.6.  

 

Remarque importante : le plasma a préalablement été allumé pendant 15 minutes avant 

tout traitement. C’est le temps qui a été établi comme nécessaire au réacteur pour être en 

équilibre thermique [6]. De ce fait, lorsque la plaque 6 puits est glissée sous le plasma, une 

attention particulière est portée au temps nécessaire à cette opération (qui doit être 

approximativement le même pour tous les échantillons) mais aussi au fait que le puits doit 

être centré par rapport à l’axe de l’onde d’ionisation. 

 

 
Figure 2.6 : Schéma du montage permettant de 
traiter du PBS (2 mL) en plaque 6 puits à une 
distance d = 15 mm du tube en quartz. 

 

2.3.2     Principe du traitement et des analyses 

 

Lorsque le liquide a été traité par le plasma, la plaque 6 puits est retirée de son 

emplacement afin de pouvoir prélever le liquide pour réaliser diverses analyses post-

traitement (Figure 2.7). Ces analyses consistent en des mesures de pH-métrie, 

conductimétrie, électrochimie et spectroscopie d’absorption UV-visible qui seront 

décrites dans la section 2.4. Il s’agit donc ici d’analyser les effets post-traitements 

plasma, et la chimie qui en résulte à court (juste après le traitement plasma) et long 

termes (après plusieurs heures). Les effets chimiques à long terme sur les liquides (au-
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delà de quelques heures après traitement voire quelques jours) font l’objet de 

nombreuses publications et ces liquides sont plus connus sous le nom de « plasma 

activated liquid » ou « plasma activated water » ([29], [48], [55], [118], [120], [176], 

[179]). 

 

 
Figure 2.7 : Procédure d’analyse post-traitement plasma. Le liquide est 
prélevé dans le puits immédiatement après traitement et placé dans un tube 
Eppendorf pour les différentes analyses à suivre. 

 

Quelle que soit la technique d’analyse utilisée, chaque mesure a été réalisée au 

moins en triplicats, c’est-à-dire que les expériences ont été réalisées sur des jours 

distincts pour tenir compte notamment d’éventuelles variations environnementales au 

plasma (variation d’humidité et de température dans la pièce par exemple). Une 

attention particulière a été apportée sur la conservation des échantillons avant les 

mesures, pour qu’ils soient le moins possible en contact avec l’air ambiant et qu’ils 

restent à la même température. De plus, quand cela a été nécessaire, les échantillons ont 

été conservés { l’abri de la lumière et dans la glace (pour les mesures de spectroscopie 

d’absorption UV-visible pour la recherche de peroxynitrite, cf. section 3.3.2). 

 

 

2.4     Méthodes d’analyse physico-chimique de milieux liquides exposés à 

des ondes d’ionisation 

 

Nous avons utilisé diverses techniques d’analyse physico-chimique afin d’analyser les 

solutions de PBS exposées { des ondes d’ionisation variées. Deux techniques de 

détection et de quantification ont été privilégiées : l’électrochimie et la spectroscopie 

d’absorption UV-visible. Par ailleurs, nous avons utilisé la pH-métrie et la 

conductimétrie comme méthodes d’analyse des solutions plus globales. 
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2.4.1     Electrochimie 

2.4.1.1     Méthodes ampérométriques 

2.4.1.1.1     Principes généraux 

 

L’électrochimie est une branche de la chimie qui étudie les réactions chimiques 

couplées { un échange d’énergie électrique, c’est-à-dire des réactions de transfert 

d’électrons entre deux ou plusieurs composés gazeux/solides/liquides ou dans les 

interfaces.  

Les réactions mettant en jeu un transfert d’électrons sont les réactions d’oxydo-

réduction. Lors d’une réaction d’oxydoréduction, un corps oxydant réagit avec un corps 

réducteur : on parle de couple redox, noté (Ox/Red).  

L’élément qui capte un ou plusieurs électrons est l’oxydant (   ) : l’oxydant est réduit 

pour donner le réducteur associé (    ), c’est une réaction de réduction (éq. 2.2). 

 

        
          

 

L’élément qui cède un ou plusieurs électrons est le réducteur (    ) : le réducteur est 

oxydé pour donner l’oxydant associé (   ), c’est une réaction d’oxydation (éq. 2.3). 

 

              
     

 

Avec        le nombre d’électrons. 

La réaction d’oxydoréduction est la somme de ces deux équations et fait donc intervenir 

deux couples redox (éq. 2.4) : 

 

                                

 

Une réaction d’oxydation ou de réduction s’accompagne toujours d’une modification du 

nombre d’oxydation (no) de l’élément en question. Le no caractérise la forme plus ou 

moins oxydée de l’espèce : plus le no est élevé, plus la forme est oxydée [191]. De plus, la 

variation du no est égale au nombre d’électrons mis en jeu. Par exemple pour le couple 

Cu2+/Cu, dans la réaction             , le nombre d’oxydation passe de 0 { +II pour 

l’élément cuivre (2 électrons mis en jeu). Cette augmentation traduit une oxydation du 

cuivre.  

Lorsqu’une solution contient un couple redox tel que            , le 

potentiel du couple Ox/Red prend la valeur    (différent de E, champ électrique défini au 

Chapitre 1) défini par la loi de Nernst (à 25 °C) [192] (éq. 2.5) : 

 

        
     

 
   

       

        
 

  

(2.2) 

(2.3) 

(2.4) 

(2.5) 
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Avec    le potentiel normal apparent du couple redox,   le nombre d’électrons 

échangés,         et          les concentrations de l’oxydant et du réducteur en solution.  

Une électrode (en métal inattaquable par l’électrolyte) plongée dans cette 

solution contenant le couple redox voit son potentiel se mettre { l’équilibre (    ), 

équivalent au potentiel exprimé précédemment (éq. 2.6) : 

 

          
     

 
   

       

        
 

 

Cette électrode est qualifiée d’électrode de travail. Pour déterminer ce potentiel     , 

une électrode de référence est nécessaire afin de mesurer un    entre les deux 

électrodes :                 , avec       le potentiel de l’électrode de référence, qui 

est constant quel que soit le milieu dans lequel elle est plongée. Pour produire une 

réaction électrochimique, il faut donc rendre le potentiel de l’électrode de travail 

différent du potentiel d’équilibre     , c’est-à-dire imposer une surtension (ou 

surpotentiel)              . Sous l’effet de cette surtension, la composition de la 

solution est obligée d’évoluer et de se modifier au contact de l’électrode de travail, 

conduisant { un nouvel état d’équilibre. Au contact de l’électrode de travail, une réaction 

électrochimique va donc se produire entre l’oxydant et le réducteur qui y sont présents à 

sa surface aux concentrations        
  et         

 .   est donc le facteur de production 

d’une réaction électrochimique. Deux cas sont possibles : 

 

 Si    , soit         , une partie du réducteur s’oxyde suivant : 

            

Le rapport 
        

         
 augmente alors puisque        

  croît. L’électrode 

constitue l’anode (voir Figure 2.8). 

 

 Si    , soit         , une partie de l’oxydant se réduit suivant : 

            

Le rapport 
        

         
 diminue puisque        

  décroît. L’électrode constitue la 

cathode (voir Figure 2.8). 

  

(2.6) 
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Figure 2.8 : Sens de déplacement des électrons et donc du courant en fonction de la surtension 
η appliquée. Le sens du courant qui traverse l’électrode dépend du signe de η, autrement dit 
du potentiel appliqué { l’électrode (d’après [192]).  

 

 Cas particulier : couple redox mettant en jeu des ions    

Si des ions    sont impliqués dans la réaction électrochimique                 

alors le potentiel d’équilibre va dépendre du pH (éq. 2.7) : 

 

          
     

 
   

         
   

        
 

 

Or le pH est lié à la concentration en ions    via la relation (éq. 2.8) : 

 

             

 

Donc le potentiel d’équilibre peut s’écrire, en fonction du pH (éq. 2.9): 

 

          
     

 
   

       

        
        

 

 
    

 

Lors de l’étude des espèces en solution par voltamétrie cyclique (le potentiel de 

l’électrode de travail varie de manière cyclique ; voir détails sur la technique ci-dessous), 

il faudra donc tenir compte des éventuelles variations de pH en solution dues au 

traitement plasma afin d’interpréter au mieux les cycles et notamment leur position en 

potentiel, qui est donc dépendante du pH de la solution.  

 

 

 

 

 

 

 

(2.7) 

(2.8) 

(2.9) 
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Il existe deux types de transfert { l’électrode de travail essentiels à la 

compréhension des phénomènes électrochimiques : le transfert électronique et le 

transfert de masse.  

 

 Transfert électronique et loi de Butler-Volmer 

La réaction électrochimique mise en jeu obéit à la loi de Faraday qui relie les quantités 

de matière de l’oxydant et du réducteur (    et     ) à la charge électrique   transférée 

entre l’électrode de travail et la solution. Cette loi s’exprime suivant l’équation 

suivante (éq. 2.10) :  

 

           
 

  
 

 

Avec   le nombre d’électrons échangés dans la réaction            ,   la charge 

(          et   la constante de Faraday                      . Le courant électrique   

(lié à la charge  ) induit par le transfert électronique entre l’oxydant (ou le réducteur) et 

l’interface électrochimique exprime la vitesse de la réaction (en mol.L-1.s-1) qui 

s’exprime alors sous la forme (éq. 2.11) : 

 
 

   
   

 

  
             

            
  

 

Avec I l’intensité du courant traversant l’électrode    , S la surface de l’électrode (    ,   

la densité de courant         ,    et  c les constantes de vitesse caractéristiques des 

processus d’oxydation et de réduction respectivement (       .  

La densité de courant   peut s’exprimer en fonction du paramètre   (et donc en fonction 

du potentiel appliqué) selon la loi de Butler-Volmer (éq. 2.12) [193] : 

 

         
       

  
     

    

  
   

 

Avec    la densité de courant d’échange { l’équilibre et   le coefficient de transfert de 

charge         , R la constante des gaz parfaits (J.K-1.mol-1) et T la température (K). 

Le paramètre   est aussi appelé densité de courant Faradique car il est lié à la réaction 

électrochimique en elle-même. En effet, il existe un autre courant lié à la double couche 

électrochimique qui se forme { l’interface électrode-solution. Elle est composée d’une 

couche compacte (couche d’Helmholtz aussi appelée couche de Stern) et d’une couche 

diffuse de Gouy-Chapman (Figure 2.9).  

 

(2.10) 

(2.11) 

(2.12) 
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Figure 2.9 : Schéma d’une double couche 
électrochimique selon le modèle de Gouy-Chapman-
Stern. Le signe de la charge de l’électrode dépend du 
potentiel appliqué et de la nature des ions présents 
dans la solution (d’après [194]). 

 

Dans le cas schématisé Figure 2.9, des cations hydratés sont adsorbés à la surface de 

l’électrode (la nature de ces liaisons est chimique et non électrostatique) et forment la 

couche d’Helmoltz. Ils peuvent s’approcher de l’électrode jusqu’à une distance minimale 

de l’ordre du rayon de l’ion hydraté (quelques  ). Les ions de signe opposé, ici les anions 

(rarement hydratés), vont interagir avec les cations adsorbés via des interactions 

électrostatiques pour former la couche diffuse de Gouy-Chapman. Il existe donc une ddp 

{ l’interface électrode-solution qui croit ou décroît ensuite de façon exponentielle en 

fonction du signe des charges impliquées.  

Ce phénomène peut être modélisé au travers d’une analogie électrique. En effet, 

le comportement électrique de la double couche peut être modélisé par un condensateur 

de capacité   branché en parallèle avec une résistance dite de transfert    ou de 

polarisation liée au processus faradique (Figure 2.10).  
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Figure 2.10 : Analogie électrique d’une double couche 
électrochimique. C est la capacité de la double couche et Rt la 
résistance de transfert associée au processus faradique 
(d’après [194]). 

 

Par ailleurs, lorsqu’un potentiel est appliqué { l’électrode de travail, il existe une 

réorganisation spontanée de la solution au niveau de l’électrode, indépendamment du 

processus faradique (lié { la réaction électrochimique d’intérêt). Cette réorganisation 

des charges (ions) dans la double couche électrochimique induit un courant capacitif    

qui s’exprime ainsi (éq. 2.13) [195]: 

 

  
   

    

    
 
  

 

      

 

Avec      la résistance de la solution, Δ    la différence de potentiel imposée. Ce courant 

capacitif dépend donc du potentiel appliqué { l’électrode de travail. De plus, la capacité 

dépend de l’aire de l’électrode (typiquement un disque) soit          avec    la 

capacité surfacique et r le rayon de l’électrode de travail. D’autre part, la double couche 

met un certain temps à se charger, défini par la constance de temps         . Cette 

constante de temps dépend donc de la taille de l’électrode. 

Finalement, le courant total associé au processus électrochimique dans sa globalité est 

donné par (éq. 2.14) :  

 

         
    

 

Avec    le courant lié au processus faradique (voir éq. 2.12 la densité de courant 

faradique j). Nous verrons à la section 2.4.1.1.3 que certaines conditions permettent de 

limiter   
  au profit de  f. 

 

 Transfert de masse et lois de Fick 

Pour que la réaction électrochimique { l’électrode se maintienne, il faut un apport 

continu de l’espèce redox mise en jeu. Pour cela, l’espèce présente en solution doit 

(2.13) 

(2.14) 
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arriver { l’électrode, par transport. Il existe trois modes de transport de matière 

permettant d’alimenter le flux de l’espèce redox : la diffusion, la migration et la 

convection [192].  

 La diffusion est due à un gradient de concentration induit par la réaction 

électrochimique et qui implique un déplacement des espèces chimiques. 

 La migration correspond au mouvement des espèces chargées lorsqu’il existe 

un gradient de potentiel appliqué sur l’électrode. Ce mode de transport est 

minimisé lorsque l’électrolyte support est en large excès par rapport à 

l’espèce. 

 La convection est un déplacement des espèces redox donc de la solution 

produit par une force mécanique (c’est le cas avec les électrodes tournantes 

par exemple).  

Dans le cas du régime de diffusion pure, c’est-à-dire sans convection imposée dans la 

solution et avec une électrode fixe, la 1ère équation de Fick permet de connaître le flux de 

l’espèce redox (concentration  ), situé à une distance   de la surface d’une électrode 

plane et de dimension infinie pour négliger les effets de bord (éq. 2.15) : 

 

     
     

  
 

 

Avec ɸ le flux de l’espèce redox               ,   sa concentration           et   le 

coefficient de diffusion          . A la surface de l’électrode, le flux de l’oxydant doit 

être égal au flux du réducteur (loi de conservation de la masse). De plus, ce flux et donc 

la concentration de l’espèce redox sont directement liés à la densité de courant   

exprimée dans l’équation de Butler-Volmer [192] (éq. 2.16) : 

 

    
        

  
)
   

     
         

  
)
   

  
 

  
 

 

La seconde équation de Fick permet de faire intervenir le paramètre temps. La variation 

temporelle de la concentration est liée à sa variation spatiale (éq. 2.17) : 

 

       

  
  

        

   
 

 

Pour la résoudre, il faut connaître les conditions aux limites : 

 à    ,                   ou                     car la réaction 

électrochimique n’a pas démarré. 

 Quand un potentiel est imposé { l’électrode de travail, la concentration de 

l’espèce { l’électrode        
  devient différente de         : par exemple, elle 

augmente si l’oxydant est créé par la réaction électrochimique. De plus, loin 

de l’électrode (au-delà de la couche de diffusion), la composition de la solution 

n’est pas modifiée, donc                    . 

(2.15) 

(2.16) 

(2.17) 
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Après résolution des équations de Fick et en combinant les différents résultats, le 

courant       s’exprime finalement en fonction de la concentration et du temps selon 

l’équation de Cottrell (dans le cas             ) [192], [196] (éq. 2.18) : 

 

       
               

√      
   

  

Avec      le coefficient de diffusion du réducteur. Selon une convention internationale, 

ce courant est positif : il s’agit en effet d’une réaction d’oxydation, dans laquelle le 

réducteur est consommé pour former l’oxydant : le courant est dit « courant 

d’oxydation ». Dans le cas inverse (réaction de réduction), le courant serait négatif (dit 

« courant de réduction »).  

Le terme    √     (avec D =      ou     suivant le cas) a les dimensions d’une 

longueur et représente en fait l’épaisseur de la couche de diffusion. Elle est directement 

proportionnelle à     , donc son épaisseur augmente avec le temps. Dans le cas des 

électrodes planes, l’épaisseur de la couche de diffusion est très faible devant les 

dimensions de l’électrode. 

En fonction de la forme de l’électrode considérée, l’expression du courant donnée ci-

dessus sera différente car il faut reconsidérer le système de coordonnées utilisé pour 

écrire le Laplacien dans la seconde équation de Fick [195]. Le cas des électrodes à disque 

sera détaillé par la suite (section 2.4.1.1.3) car il concerne les électrodes utilisées dans 

cette thèse. 

 

2.4.1.1.2     Différents types d’électrodes  

 

Il existe de nombreuses électrodes permettant de détecter des RONS (NO°, O2°-, 

ONOO-) ou des espèces de l’oxygène et de l’azote plus stables dans le temps (H2O2, NO2-, 

O2).  

Leurs tailles sont variées : il en existe de taille macrométrique (de l’ordre du 

mm), micrométrique (jusqu’{ 100 µm), ou encore nanométrique [195]. Elles peuvent 

être fixes ou tournantes pour favoriser le processus de convection. De plus, au niveau du 

choix du conducteur, il doit être inattaquable par l’eau et posséder une bonne 

conductivité électrique. Il y aura donc des électrodes en carbone, carbone vitreux, fibre 

de carbone, graphite, en or ou bien en platine [195]. Enfin, le choix de l’électrode 

dépendra de son application : détection de RONS dans les cellules ou dans un liquide 

aqueux par exemple. Le dernier point concerne le traitement de surface de l’électrode : 

les cinétiques de transfert électronique peuvent être lentes car la surface de certaines 

électrodes n’est pas spécifique. Une modification de surface de l’électrode est donc en 

général utile pour augmenter sa sensibilité et sa sélectivité [195], [197]–[201].  

Enfin, la surface de l’électrode peut prendre différentes formes et chacune aura 

un régime de diffusion bien spécifique. Elles peuvent être sphérique (le cas le plus 

(2.18) 
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classique et facile à résoudre), cylindrique, à disque ou à bandes par exemple (voir 

Figure 2.11 [202]). 

 

 
Figure 2.11 : Configurations d’UME (d’après [202]). 

 

 

 Cas particulier : l’électrode de Clark  

Cette électrode permet de détecter le dioxygène dissous par réduction sur celle-ci. 

L’anode est en argent tandis que la cathode est en platine. Cette dernière constitue 

l’électrode de travail, sur laquelle a lieu la réaction électrochimique (Figure 2.12).  

 

 
Figure 2.12 : Schéma d’une électrode de Clark [202]. 

 

Ces deux électrodes sont plongées dans une solution de KCl. Enfin, une membrane en 

téflon perméable { l’   sépare le système de la solution à analyser. La réduction de 

l’oxygène se fait suivant la réaction suivante (éq. 2.19) : 
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2.4.1.1.3     Intérêt des ultramicroélectrodes (UME) 

 

Lorsque la surface d’une électrode (de taille millimétrique ou micrométrique) est 

un disque de rayon   (cette forme est très répandue [202]), un changement de variable 

permet de réécrire la deuxième équation de Fick car le Laplacien prend la forme connue 

suivante (éq. 2.20) :  

 

  

   
  (

 

 
)

 

  
  

  

   
 

 

La résolution est assez complexe car la seconde loi de Fick contient donc trois termes. 

Après résolution, le courant faradique prendra deux valeurs distinctes : 

 

- Aux temps courts (<sec.), c’est l’équation de Cottrell (dépendance en   ) (éq. 2.21) : 

  

       
               

√      
  

               
 

    

 

- Aux temps longs (>sec.), le courant est stationnaire (noté        )  et ne dépend plus de 

l’aire de l’électrode mais de son rayon   (éq. 2.22) : 

 

                          

 

Deux cas sont à distinguer : 

 

 Lorsque    , le mode de diffusion est linéaire car la taille de la couche de 

diffusion est faible devant la dimension de l’électrode (Figure 2.13 (a) ci-

après). Ce cas concerne les électrodes de taille millimétrique. 

 

 Lorsque    , les effets de bord ne sont plus négligeables, le mode de 

diffusion est radial (Figure 2.13 (b) ci-après). Ce cas concerne les électrodes 

de taille micrométrique à savoir les ultramicroélectrodes.  

 

Les « ultramicroelectrodes » (UME) sont définies comment étant de taille 

micrométrique, avec un diamètre pouvant aller de          . Elles permettent donc 

d’obtenir un régime de diffusion sphérique indépendant du temps plus rapidement 

qu’avec des électrodes de taille millimétrique. Le courant faradique s’exprime alors 

selon l’équation 2.22 et il est directement proportionnel { la concentration de l’espèce 

électroactive d’intérêt. 

 

(2.19) 

(2.20) 

(2.21) 

(2.22) 
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Figure 2.13 : Régime de diffusion { la surface d’une électrode (a) millimétrique  
pour laquelle δ < r (diffusion linéaire) ; (b) micrométrique pour laquelle δ > r 
(UME, diffusion sphérique) (d’après [194]). 

 

De manière générale et logique, étant donnée la réduction de surface, les courants 

obtenus avec des UMEs sont plus faibles que ceux obtenus avec les macroélectrodes.   

Néanmoins, l’utilisation d’UMEs présente plusieurs intérêts : 

- Premièrement, le courant capacitif est plus faible. Ainsi, la constante de temps 

      est plus faible (l’exponentielle chute rapidement). Pour obtenir cette 

condition, il suffit de diminuer le rayon de l’électrode car la résistance étant  

inversement proportionnelle à   (     = 
 

   
 ;   la résistivité) et la capacité   

proportionnelle à    alors          [195]. Pour une UME de rayon 25 µm, 

            , ce qui est très faible comparé à une macroélectrode pour laquelle 

      est de l’ordre de la centaine de µs. De ce fait, les phénomènes rapides 

peuvent être étudiés grâce aux UMEs, avec un temps de réponse de l’ordre de la 

µs.  

- Deuxièmement, toute variation de potentiel appliqué génère un bruit électrique 

  
    

   

  
 qui est une autre composante du courant capacitif total.  Avec les 

UMEs, le rapport 
  

  
   sera donc proportionnel à 

 

 
 (     et   

        ), ce qui 

permet d’augmenter le rapport signal sur bruit en diminuant le rayon de 

l’électrode [195]. Enfin, le problème de la chute ohmique est limité avec ce type 

d’électrodes. Lorsqu’un courant traverse une solution, il apparaît un potentiel à 

cause de la résistance de la solution          . Le potentiel appliqué à 

l’électrode est donc faussé { cause de ce potentiel. De fait, comme les courants 

obtenus avec les UMEs sont faibles, ce potentiel   devient négligeable. 

Du fait des nombreux avantages que les UMEs apportent par rapport aux 

électrodes de taille supérieure, elles ont été privilégiées pour les expériences de 

mesures électrochimiques réalisées dans cette thèse. 
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2.4.1.1.4     Principe de la voltamétrie cyclique 

 

La voltamétrie cyclique consiste à appliquer { l’électrode de travail un potentiel 

variant linéairement dans le temps. Après avoir fait varier le potentiel dans une certaine 

gamme jusqu’{ un potentiel d’inversion, le balayage est ensuite effectué en sens inverse 

jusqu’au potentiel initialement appliqué, d’où le terme voltamétrie « cyclique ». Ce 

balayage en potentiel est réalisé à une vitesse de balayage 
   

  
 (variation du potentiel au 

cours du temps). Lorsque le potentiel d’oxydation ou de réduction d’une espèce redox 

présente en solution est atteint, il y a augmentation du courant correspondant au 

processus faradique. La forme du voltamogramme cyclique donne plusieurs 

informations :  

 La position en potentiel de « vagues » d’oxydoréduction donne une 

information qualitative, sur l’identification de l’espèce oxydée ou réduite. 

 La valeur du courant donne une information quantitative et permet de 

remonter à la concentration ou au coefficient de diffusion de l’espèce en 

question, notamment via des courbes de calibration. 

La forme dépend de plusieurs facteurs qu’il est utile de connaître pour interpréter au 

mieux les résultats. Sa forme dépend notamment de la vitesse de balayage     
   

  
  

(Figure 2.14). Ce paramètre influence d’une part le courant capacitif et d’autre part 

influence le transport de masse. En effet, en voltamétrie cyclique, comme mentionné 

précédemment, le courant capacitif possède deux composantes, l’une liée à la double-

chouche et l’autre à la variation de potentiel appliquée (éq. 2.23) : 

 

         
    

    
    

    
 
  

 

       
   

  
  

    

    
 
  

 

          

 

Le premier terme tend rapidement vers zéro, donc le courant capacitif total aura 

finalement tendance à augmenter avec la vitesse de balayage. De fait, il est préférable de 

travailler à faible vitesse de balayage pour limiter voire éliminer le courant capacitif.  

 

Ensuite, pour des vitesses de balayage élevées, la couche de diffusion est de faibles 

dimensions et localisée à la surface de l’électrode, mais augmente avec le temps lorsque 

l’on balaye { des potentiels supérieurs { celui du couple redox. Le gradient de 

concentrations ainsi diminue ce qui induit une baisse du courant faradique après avoir 

atteint un pic (voir Figure 2.14 pour           ).  

 

(2.23) 
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Figure 2.14 : Voltamogrammes cycliques de l’oxydation du ferrocène { différentes 
vitesses de balayage. Les mesures sont réalisées avec une UME à disque de 12 µm de 
diamètre. Pour de faibles vitesses de balayage, le courant capacitif est réduit et l’état 
stationnaire est atteint. Mais lorsque la vitesse de balayage est élevée, le courant 
capacitif est élevé et la diffusion devient limitante  (issu de [202]). 

 

Remarque : Le phénomène conduisant à cette forme très caractéristique de pic du 

voltamogramme cyclique est celui mis en jeu avec les macroélectrodes : la diffusion a 

principalement une géométrie linéaire et non stationnaire. (voir Figure 2.13). 

 

A faible vitesse de balayage, lorsque la taille de la couche de diffusion ne dépend plus du 

temps, la transition vers l’état stationnaire est atteinte. Donc un plateau de courant est 

observé car l’espèce participant { la réaction électrochimique est apportée en quantité 

constante au cours du temps. Ce régime stationnaire est plus rapidement atteint avec les 

UMEs qu’avec les macroélectrodes comme expliqué précédemment. De plus, il permet 

de calculer la concentration de l’espèce en solution puisque la formule du courant se 

simplifie selon l’équation 2.22. 

 

2.4.1.1.5     Principe de la chronoampérométrie 

 

Cette technique consiste { fixer le potentiel de l’électrode de travail, correspondant au 

potentiel d’oxydation ou de réduction d’une espèce particulière préalablement 

déterminé par exemple par voltamétrie cyclique. Le courant résultant de la réaction 

d’oxydation ou de réduction est alors suivi en fonction du temps et est directement 

proportionnel { la concentration de l’espèce chimique car l’état stationnaire est atteint. 
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Cette technique permet aussi de réaliser des quantifications d’espèces en se basant sur 

l’équation 2.22 et en réalisant une courbe d’étalonnage par de multiples injections de 

l’espèce concernée dans le solvant utilisé lors des expériences.      

 

2.4.1.1.6     Protocole utilisé pour les mesures électrochimiques 

 

L’électrochimie a été utilisée en complément de la spectroscopie d’absorption 

UV-visible (voir section 2.4.2) afin de détecter des RONS en solution traitée par divers 

plasmas froids. La technique de voltamétrie cyclique a été utilisée au moyen d’un 

système à trois électrodes composé  d’une UME en platine platiné de 20 ou 25 µm de 

diamètre selon l’expérience (électrode de travail), d’une électrode de référence en 

argent recouverte d’une couche de chlorure d’argent (AgCl) et d’une contre-électrode en 

platine (Figure 2.15). Cette contre-électrode permet de mesurer le courant faradique, 

qui ne doit en aucun cas traverser l’électrode de référence sous peine de voir son 

potentiel de référence se modifier.  

 

 
                Figure 2.15 : Photographie des électrodes de travail (20 µm) et de référence. 

 

Dans le but d’augmenter la sensibilité et la sélectivité de l’électrode de travail vis-

à-vis des RONS, une modification de sa surface est nécessaire. Selon un protocole défini 

par S. Arbault et coll., un dépôt de noir de platine a été réalisé par réduction d’une 

solution d’hexachloroplatine d’hydrogène préparée dans du PBS à pH 7,4 (       , 115 

mM) contenant de l’acétate de plomb (0,76 mM), par application d’un potentiel de -60 

mV vs. Ag/AgCl/NaCl 3M (voir référence [201]). La platination présente deux étapes, qui 

modifient le degré d’oxydation du platine de +IV à 0 [194] (éq. 2.24 et 2.25) : 

 

          
                   

        

 

          
                    

 

C’est le platine { l’état d’oxydation 0 qui se dépose { la surface de l’électrode sous la 

forme d’une couche épaisse et très poreuse (voir Figure 2.16).  

 

(2.24) 

(2.25) 
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Figure 2.16 : Image de microscopie électronique à 
balayage d’un électrodépôt de platine { la surface d’une 
UME en platine (issu de [203]).  

 

L’électrodéposition est contrôlée à partir de la charge coulométrique mesurée au cours 

de l’application du potentiel ; précédemment Ben Amor et al., ont montré que les UMEs 

dont la charge atteint 30 µC pour l’électrode de 20 µm et 37,5 µC pour l’électrode de 25 

µm offraient d’excellentes performances analytiques pour la détection de certains RONS. 

Le potentiel de l’électrode de travail est donc fixé { -60 mV vs. Ag/AgCl/NaCl 3M et le 

courant associé à la réduction de l’hexachloroplatine d’hydrogène est suivi par 

chronoampérométrie (Figure 2.17). 
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Figure 2.17 : Suivi en chronoampérométrie du processus de 
platination àjusqu’{ une charge déposée de 0,07 µC.cm-2 pour 
une électrode de 25 µm de diamètre.  

 

Après modification, nous avons caractérisé la réponse de cette électrode par voltamétrie 

cyclique dans le PBS à pH 7,4 sur plusieurs gammes de potentiels à la vitesse de 20 

       (Figure 2.18).  
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Figure 2.18 : Voltamogrammes cycliques obtenus dans du PBS 10 mM (pH 7,4). Conditions 
expérimentales : vitesse de balayage 20 mV.   , platination à 0,07 µC.µm-2. (a) gamme de potentiel 
[-0,5 ;1 V] ; (b) [0 ; 0,95 V]  

 

Sur une gamme de potentiel assez large allant de -0,5 à 1 V (Figure 2.18 (a)), on observe 

tout d’abord l’adsorption des phosphates sur la couche de platine, vers 230 mV. A partir 

de 630 mV environ, le platine est oxydé en présence d’oxygène pour former des oxydes 

de platine, notamment de type PtO. Ces oxydes sont ensuite réduits à – 350 mV lors du 

potentiel retour et la vague de réduction est bien visible. Ces divers mécanismes ont été 

étudiés en détail par Badets et al., dans le cadre de la réponse de ce type d’électrode au 

peroxyde d’hydrogène H2O2 [203]. Lorsque la gamme de potentiel est réduite à [0-0,95 

V] (Figure 2.18 (b)), on observe la stabilisation de l’électrode après plusieurs cycles. La 

vague d’oxydation du platine diminue peu { peu avant de se stabiliser. En effet, en ne 

travaillant qu’en oxydation, la couche d’oxyde se forme et n’est donc pas réduite au 

retour du cycle comme c’est le cas sur la Figure 2.18 (a) et de plus, le courant diminue 

progressivement jusqu’{ se stabiliser car le phénomène atteint son état final.  

 

Les mesures électrochimiques ont été réalisées avec un potentiostat (BioLogic 

inc, VSP-300, logiciel EC-Lab) dans une configuration à trois électrodes (contre-

électrode de platine et électrode de référence Ag/AgCl). Pour les mesures réalisées 

après le traitement plasma, les échantillons ont été placés dans un pilulier en verre avec 

les trois électrodes, dans une cage de Faraday pour éviter le bruit électromagnétique 

généré par la source plasma. La voltamétrie cyclique a été privilégiée pour détecter les 

RONS dans les solutions de PBS traitées par plasma. Pour cela, les voltamogrammes 

cycliques ont été réalisés avec une vitesse de balayage de          , sur différentes 

gammes de potentiels en fonction de l’espèce recherchée. De plus, compte tenu de ce qui 

vient d’être expliqué précédemment, nous avons laissé l’électrode se stabiliser dans du 

PBS (pH 7,4) sur quelques cycles après platination, afin que l’état de surface de 

l’électrode, du point de vue chimique, soit stable. Il en est de même pour les mesures 

réalisées dans les échantillons de PBS traités par plasma, quelques cycles sont réalisés et 

les valeurs de courant sont relevées sur les cycles n°3. Afin de quantifier les espèces 
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détectées, des courbes de calibration ont été tracées à partir de solutions pures des 

espèces en question. Tous les produits proviennent de chez Sigma Aldrich®. 

Par ailleurs, nous avons constaté que la réponse de l’électrode perdait en 

sensibilité au cours du temps lors des mesures dans les échantillons de PBS traités par 

plasma. Ceci peut être dû à une détérioration mécanique ou chimique de la couche de 

platine au cours des manipulations de l’électrode de travail. Afin de prendre en compte 

ce phénomène, nous avons procédé à des mesures contrôle régulières dans une solution 

de H2O2 (1mM) afin de déterminer un facteur de correction de la réponse des électrodes. 

Celui-ci a ensuite été appliqué aux valeurs des concentrations obtenues après calcul. 

 

2.4.1.2     Méthodes potentiométriques 

2.4.1.2.1     pH-métrie : principe et mesure 

 

Le pH permet de mesurer l’acidité d’une solution. Il s’agit ici d’acidité au sens de 

Brönsted-Lowry (réactions d’échanges d’ions   ), et non pas celle de Lewis qui 

concerne des échanges d’électrons. Le pH est lié { l’activité     des ions    solvatés 

présents dans une solution (éq. 2.26) : 

 

               

 

L’acitivité des ions    est reliée à la concentration [  ] via le coefficient d’activité 

     (éq. 2.27) :  

 

                

 

Le coefficient d’activité      doit être connu afin de déterminer la concentration des 

ions     sauf dans le cas d’une solution diluée où (éq. 2.28) : 

 

                     

 

Dans l’eau, l’ion    se trouve principalement sous la forme d’ions    
  (ion 

hydronium). Cependant, l’écriture    est généralement utilisée par convention. De plus, 

le solvant est classiquement l’eau mais il peut s’agir de solvants non aqueux dans 

lesquels les ions    peuvent exister.    

Une électrode spécifique des ions    est donc nécessaire. Il existe plusieurs types 

d’électrodes indicatrices du pH [204] : 

 L’électrode { hydrogène du premier genre, la plus ancienne des électrodes de 

mesure de variation d’acidité. 

 Les électrodes du second genre (électrode à quinhydrone). 

 Les électrodes de verre. 

Ce dernier type a été utilisé dans cette thèse. L’électrode de verre est très sélective des 

ions   . Elle est composée d’une membrane en verre à son extrémité inférieure, qui 

(2.26) 

(2.27) 

(2.28) 
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assure le contact entre la solution dans laquelle elle est plongée et l’électrolyte d’acidité 

constante { l’intérieur. Le verre composant la membrane présente une structure 

lacunaire qui contient des ions sodium     assurant le déplacement des charges au 

travers de la membrane. Lorsque l’électrode est plongée dans la solution, il se produit 

des échanges entre les ions    (composant à 25 % la membrane de verre) et les ions 

   présents en solution [205] (éq. 2.29) : 

 

         
          

             
         

   

 

Le pH est donné par la différence de potentiel (ddp) électrochimique induite par une 

différence de concentration en ions    mesurée au travers de la paroi de verre. La ddp 

évolue proportionnellement { la valeur du pH suivant l’équation suivante (éq. 2.30) : 

 

    (           )    

 

Avec    la ddp entre les deux électrodes,   
   

 le pH de la solution,       le pH de la 

solution de référence,   et   deux constantes dépendant de l’appareil de mesure et 

déterminées par un étalonnage préalable aux mesures { l’aide de solutions tampons. Un 

millivoltmètre électronique permet de déterminer la valeur de la ddp grâce à une 

électrode de référence        . Les électrodes modernes sont dites « combinées », car 

les deux électrodes (de mesure et de référence) sont incluses dans le même support, ce 

qui est plus pratique d’un point de vue expérimental. La Figure 2.19 présente le schéma 

d’une telle électrode de verre.  

 

 
Figure 2.19 : Electrode de verre indicatrice du pH [204]. 

 

(2.29) 

(2.30) 
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Lors des expériences, les mesures ont été réalisées immédiatement après 

traitement avec un pH-mètre Eutech instruments, pH 700 (préalablement étalonné avec 

différentes solutions tampons), sous agitation magnétique après avoir transféré 

l’échantillon dans un tube { hémolyse. La précision sur les mesures est de deux chiffres 

significatifs après la virgule.  

 

2.4.1.2.2     Conductimétrie : principe et mesure 

 

La conductimétrie est une méthode d’électroanalyse permettant de mesurer les 

propriétés conductrices d’un électrolyte. Une solution électrolytique est une solution 

conductrice composée d’ions et généralement non électroactive, c’est-à-dire non 

oxydante ou non réductrice. Elle est composée d’un solvant (classiquement l’eau) et de 

solutés constitués par les autres entités. Les solutés peuvent être électrolytiques (ils 

conduisent le courant) ou non électrolytiques dans le cas contraire. Il existe deux cas 

d’électrolytes :  

 Les électrolytes forts, totalement dissociés en solution. 

 Les électrolytes faibles, partiellement dissociés. 

La conductivité peut s’exprimer soit en fonction des électrolytes soit en fonction 

des ions présents en solutions.  

Dans une solution contenant j électrolytes, la conductivité σ de la solution s’exprime 

selon la loi d’additivité suivante (éq. 2.31) : 

 

   ∑  
 

  ∑    
 

 

 

Avec   la conductivité totale (en       ,    les conductivités individuelles (en       ,    

les conductivités molaires individuelles (en             et    la concentration de 

l’électrolyte (en         . La conductivité molaire Λ s’exprime différemment suivant 

que l’électrolyte et fort ou faible : ce sont les lois de  Kohlrausch.  

 Pour les électrolytes forts, Λ s’écrit sous la forme (éq. 2.32) : 

 

       √  

 

Avec    la conductivité molaire à dilution infinie (en           ), a un coefficient 

donné par les tables et c la concentration de l’électrolyte (en        ) et valable pour 0 

< c < 1        . 

 Pour un électrolyte faible, Λ s’écrit sous la forme (éq. 2.33) : 

 

         √    

 

(2.31) 

(2.32) 

(2.33) 
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Avec   le coefficient de dissociation de l’électrolyte en solution, a donné par les tables et 

c la concentration de l’électrolyte (en        ). En général,  √   est négligeable devant 

   donc        . 

Dans une solution contenant i ions, la conductivité s’exprime en fonction du nombre de 

charge des ions présents (éq. 2.34) : 

 

   ∑         
 

 

 

Avec    le nombre de charge de l’ion i,     la conductivité molaire ionique (en            

et donnée dans les tables à 25 °C) et    concentration de l’ion (en        ).  

En pratique, la conductivité d’une solution est déterminée par la mesure de sa 

conductance G. Pour cela, deux plaques planes et parallèles (généralement en platine, Pt) 

sont plongées dans la solution : elles constituent la cellule de conductimétrie (Figure 

2.18). Un générateur de courant alternatif permet d’appliquer un courant    (en A) entre 

les deux plaques et la tension   (en V) générée est mesurée. Les ions présents en 

solution entre les deux électrodes vont alors migrer vers la cathode s’ils sont chargés 

positivement, et vers l’anode s’ils sont chargés négativement (Figure 2.20). La 

caractéristique courant-tension de ce système est linéaire, ce qui veut dire que la tension 

est reliée { l’intensité du courant par la loi d’Ohm :      où   est la résistance de la 

portion de solution comprise entre les deux électrodes (en Ω). La conductance G est en 

fait inversement proportionnelle à la résistance (éq. 2.35) : 

 

   
 

 
 

 

 
 

 

  s’exprime en siemens S.  Mais la conductance dépend de la géométrie de la 

cellule ainsi que de la nature de la solution. Pour le prendre en compte,   s’écrit aussi 

(2.36) : 

 

     
 

 
 

 

Avec σ la conductivité de la solution (en       , S la surface d’une électrode (  ) 

et l la distance entre les deux électrodes ( ). Le facteur 
 

 
 est la constante de cellule ( ). 

En fonction du constructeur de l’appareil de mesure, la constante de cellule peut être 

exprimée selon    
 

 
 , en    . Il faut donc d’étalonner le conductimètre, avec une 

solution de KCl 0,1 M par exemple, afin de déterminer la constante de cellule k propre à 

chaque appareil de mesure.  

(2.34) 

(2.35) 

(2.36) 



 

  93 

 
Figure 2.20 : Schéma d’une cellule de conductimétrie. 

 

Il convient de noter que la conductivité dépend de la température de la solution. 

Il est donc nécessaire, si plusieurs échantillons sont à mesurer, que leur température 

soit identique.  

Les mesures de conductivité ont été réalisées avec un conductimètre Radiometer 

Analytical, CDM 210 à température ambiante et sous agitation magnétique, 1 heure 

après le traitement plasma afin de laisser le temps aux divers échantillons d’être 

homogène en température après transfert dans une autre salle d’expérimentation. De 

plus, les conductivités mesurées ont été corrigées en température car les mesures ont 

été reproduites sur des jours différents : la température des échantillons a donc été 

mesurée à chaque fois. De légères différences ont été observées (moins de 1°C entre 

chaque mesure), mais par souci de précision, les valeurs ont donc été corrigées. La 

conductivité à la température de référence 25 °C s’exprime par une relation linéaire 

faisant intervenir le coefficient de température θ qui correspond { la variation de la 

conductivité en %/°C. Cette relation est la suivante [206] (éq. 2.37) : 

 

       
   

              
   

 

Où       est la conductivité corrigée, ramenée à           ,    la conductivité à la 

température   mesurée le jour de l’expérience et   le coefficient de température (%/°C). 

Les variations de température sont propres à la solution à mesurer. Le coefficient de 

température doit être adapté en conséquence. Ici, les mesures sont réalisées dans une 

solution contenant du KCl provenant du PBS. Sa valeur a été prise égale à 1,863, 

correspondant au coefficient moyen d’une solution étalon de KCl 0,1 M, entre 15 et 25 °C 

[206].  

(2.37) 
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2.4.2     Spectroscopie d’absorption UV-visible : principe physique et protocole 

expérimental 

 

La spectroscopie d’absorption dans le domaine de l'UV-visible (UV de 190 à 400 

nm et visible de 400 { 800 nm) correspond { l’absorption du rayonnement issu d’une 

source lumineuse dans ce domaine spectral par des atomes et/ou molécules. Sur 

certains appareils, il est possible d’atteindre le domaine de l’ultraviolet du vide (VUV), 

c’est-à-dire d’aller jusqu’{ 150 nm pour des échantillons gazeux [205]. Ce domaine de 

longueur d’onde correspond { des énergies de 6,5 { 1,5 eV, qui sont les énergies de 

transition électronique des molécules [207].  

Un atome ne présente que des états électroniques quantifiés. L’absorption de 

photons se traduit donc par des spectres de raies atomiques, ce qui fait l’objet de la 

spectrophotométrie d’absorption atomique [207] (Figure 2.21). 

 

 
Figure 2.21 : Transitions électroniques des atomes et 
molécules et spectres d’absorption correspondants 
(issu de [207]). 

 

 Lorsqu’une molécule absorbe un photon dans l’UV-visible, ses états 

électroniques vont changer entraînant des changements d’états vibrationnels et 

rotationnels (Figure 2.19). Il existe donc une multitude de transitions possibles, ce qui 

génère des spectres réels complexes : on parle de structure fine, qui n’apparaît que pour 

des molécules en phase gazeuse (Figure 2.20). Lorsque les molécules sont dans une 

solution liquide, la structure fine est masquée par des interactions de ces molécules avec 
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le solvant utilisé [207]. Les spectres se présentent donc sous forme de bandes plus ou 

moins larges (Figure 2.22). 

 

 
Figure 2.22 : Spectres du benzène a) en solution (spectre de 
bandes) ; b) { l’état de vapeur (spectre présentant une structure 
fine) (issu de [205]). 

 

 Lorsque le mélange liquide contient peu de molécules absorbantes, il est possible 

d’identifier les espèces (étude « qualitative ») mais aussi de réaliser une étude 

quantitative. En effet, le nombre de photons absorbés induit une diminution de 

l’intensité lumineuse de l’onde incidente, et cette diminution est proportionnelle au 

nombre de molécules ayant subi ce rayonnement. Ceci est traduit par la loi de Beer-

Lambert. Cette loi relie la quantité de rayonnement transmis par la solution et la 

concentration des molécules qui absorbent { une certaine longueur d’onde λ. Celle-ci 

s’exprime par (dans le cas d’un seul type de molécule absorbant { la longueur d’onde λ) 

(éq. 2.38) : 

 

      
                        (

  
 

  
)        

 

Avec    l’intensité du rayonnement transmis,   
  l’intensité du rayonnement incident,    

l’absorbance totale de l’échantillon { la longueur d’onde λ,   (
  
 

  
) le logarithme népérien, 

   le coefficient d’extinction molaire (        ),   la longueur du trajet optique (cm) et 

  la concentration des molécules qui absorbent à la longueur d’onde λ (M) (Figure 2.23). 

 

(2.38) 
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Figure 2.23 : Schéma d’une cellule de mesure d’absorption par une 
solution. La cuve en quartz permet de laisser passer les UV. 

 

Ainsi, il est possible de remonter à la concentration de la molécule en solution présente 

sur le trajet optique. Il est donc préalablement nécessaire de réaliser un étalonnage avec 

la molécule d’intérêt { partir de solutions étalons { des concentrations connues afin de 

connaître les valeurs de    sur toute la gamme de longueur d’onde d’intérêt. Les 

solutions étalons sont analysées par le spectromètre dans une gamme de longueur 

d’onde spécifique où la molécule absorbe. Tous les paramètres de l’équation sont connus 

hormis   . Il suffit donc de faire le rapport de    sur    pour l’obtenir. Pour plus de 

précision sur la mesure et si les valeurs de    ne sont pas données dans la littérature, il 

peut être préférable d’utiliser des solutions étalons { différentes concentrations ou de 

changer de longueur de cuve pour déterminer les valeurs de    sur la gamme de 

longueurs d’onde d’étude.  

Lorsque plusieurs espèces chimiques absorbent au sein de la même solution, à la 

même longueur d’onde, l’absorbance mesurée est égale { la somme des absorbances 

individuelles car il n’y a pas d’interaction entre les espèces [207]. 

Les spectres ont été réalisés { l’aide d’un spectromètre à double faisceau Cary 

5000, à température ambiante avec des pas de 0,5 nm dans une gamme de longueur 

d’onde allant de 200 nm à 500 nm. Le schéma de principe d’un tel spectromètre est 

représenté Figure 2.24.  
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Figure 2.24 : Schéma de principe d’un spectromètre { double faisceau [207]. 

Le faisceau monochromatique est séparé en deux faisceaux à la sortie du 

monochromateur. Un faisceau traverse la cellule de mesure contenant l’échantillon et le 

second faisceau traverse une cuve contenant le solvant. Les deux faisceaux sont à 

nouveau réunis et arrivent alternativement sur le détecteur, placé en sortie du système. 

Les intensités   
  et    des deux faisceaux sont mesurées indépendamment, puis le 

pourcentage de transmission (100 * 
  
 

  
 ) et l’absorbance sont calculés. 

Différentes longueurs de cuve ont été utilisées : 1 cm ou 5 cm (cuve en quartz, 

Hellma). La longueur de cuve a été choisie de façon { ce que l’absorbance maximale dans 

l’échantillon soit de 1,5.  

La loi de Beer-Lambert a servi au calcul des concentrations des RONS détectés, en 

tenant compte du fait que plusieurs espèces chimiques absorbantes sont présentes dans 

la solution (éq. 2.39) :  

 

    ∑        ∑             

 

Avec    l’absorbance totale de l’échantillon { la longueur d’onde λ,      l’absorbance 

individuelle de l’espèce i { la longueur d’onde λ,      le coefficient d’extinction molaire de 

l’espèce i { la longueur d’onde λ (        ),   la longueur de la cuve (  ) et    la 

concentration de l’espèce absorbante i ( ).  

Les coefficients d’extinction molaire des différentes espèces absorbantes 

détectées dans le PBS ont été directement mesurés. Pour cela, des concentrations 

standards d’ions nitrite et nitrate (NaNO2 2 mM et NaNO3 1 mM) ont été préparées dans 

du PBS pH 7,4 et l’absorbance de ces espèces a été calculée à partir de la loi de Beer-

Lambert pour chaque longueur d’onde dans la gamme [200-500 nm]. Ces valeurs sont 

également disponibles dans la littérature [208], [209].  

  

 

 

(2.39) 
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Chapitre 3 : Résultats expérimentaux, ondes 

d’ionisation se propageant dans l’air 

ambiant 

Dans ce chapitre, l’étude de l’interaction d’ondes d’ionisation guidées se 

propageant dans l’air ambiant avec du PBS est réalisée. Pour cette étude, les expériences 

effectuées ont porté principalement sur la chimie de la phase liquide, car la 

caractérisation optique/électrique des différents plasmas utilisés a été réalisée 

précédemment par Kristaq Gazeli lors de sa thèse. Certains de ses résultats seront 

présentés au début de ce chapitre (section 3.2) et serviront de base à la compréhension 

des divers phénomènes physico-chimiques observés dans la phase liquide. Les sections 

suivantes sont consacrées à l’analyse des espèces chimiques générées en milieu liquide 

physiologique, ainsi qu’{ d’autres phénomènes physico-chimiques. 

 

Divers mélanges de gaz de travail ont été réalisés afin 

d’étudier l’influence de la composition initiale du gaz sur la 

physico-chimie des plasmas ainsi générés et sur la chimie 

induite en solution. A débit total fixé (2 slm), les mélanges 

utilisés ont été les suivants : He, He/1%N2 et He/1%O2 (voir 

Figure 3.1 ci-contre).  

Une première observation macroscopique peut être 

effectuée : les trois plasmas sont de couleur et de longueur de 

propagation dans l’air différentes. Concernant la couleur, rose 

orangée dans le cas de l’hélium pur et plutôt violette pour le 

plasma He/1%N2, elle est due aux états radiatifs de l’hélium, 

de l’oxygène et du N2+ (FNS). En effet, lorsque l’onde 

d’ionisation est enrichie en azote, la couleur violette assez 

vive est due à la désexcitation des états radiatifs de l’azote 

principalement [8]. Nous reviendrons sur les couleurs et la 

longueur de ces différents plasmas au cours de ce chapitre. 

 

NB : Se reporter aux Figures 2.3, 2.4 et 2.5 présentant le 

dispositif expérimental utilisé ici. Pour rappel, les paramètres 

plasmas sont les suivants : 

 Tension créneau pulsée, amplitude 7,5 kV 

 Fréquence 10 kHz 

 Rapport cyclique 1 % 

 Débit total 2 slm 

H
e 

1
0

0
 %

 

 
Figure 3.1 : 

Photographies 
d’ondes 

d’ionisation et 
modification de 

leur aspect 
macroscopique en 

fonction de la 
composition 

initiale du gaz. 
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3.1     Ecoulement gazeux, couplage entre onde d’ionisation et 

hydrodynamique 

 

Afin de mettre en évidence l’interaction entre l’écoulement gazeux et l’onde 

d’ionisation, un phénomène physico-chimique assez simple a été étudié : il s’agit du 

phénomène d‘évaporation, observé plusieurs fois dans les traitements de liquides par 

des plasmas froids [38], [73], [138]. Ce processus s’est produit lors de nos expériences et 

il nous a semblé important de le quantifier non seulement pour différentes durées de 

traitement mais également pour chaque plasma utilisé. Il s’est notamment caractérisé 

par un vortex assez important dû { l’interaction de l’onde d’ionisation avec le liquide, la 

couche de liquide étant assez mince dans un puits (de l’ordre de quelques mm). De plus, 

pour de longues durées de traitement, une tache blanche dépourvue de liquide est 

apparue au fond du puits, correspondant probablement à la formation de cristaux de 

sels du PBS (Figure 3.2). 

 

 
Figure 3.2 : Assèchement du PBS dans le puits d’une 
plaque 6 puits, pendant le traitement plasma et formation 
de cristaux de PBS. 

 

Pour quantifier ce phénomène d’évaporation, le volume de PBS restant après 

traitement (volume initial de 2 mL) a été mesuré et comparé avec des contrôles que 

sont :  

- du PBS non traité et laissé { l’air libre. 

- des solutions de PBS exposées aux trois mélanges de gaz sans allumer le plasma 

(débit de 2 slm).  

Les traitements et contrôles ont été réalisés dans des plaques de culture 6 puits. Les 

résultats sont présentés Figure 3.3.  
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Figure 3.3 : Variations de volume du milieu PBS (Vinitial = 2 mL) après 
différents temps de traitement par les plasmas He, He/1%N2 et He/1%O2 

(débit 2 slm). Les solutions traitées par plasma sont comparées à des 
solutions non traitées (en noir) et à des solutions exposées aux divers gaz 
sans allumer le plasma (débit total 2 slm). 

 

Il apparaît que pour des durées de traitement assez longues (30 minutes), il 

existe une différence claire entre les trois plasmas : l’évaporation est plus importante 

pour le plasma réalisé à base d’hélium pur, mais est plus faible lorsqu’il s’agit des 

plasmas à base de He/1%N2 et He/1%O2. Pour 30 minutes de traitement par plasma, 

environ 50 % du liquide se sont évaporés, soit 1 mL. En comparaison, le PBS exposé 

seulement aux divers gaz sans allumer de plasma (à débit identique, 2 slm) s’évapore en 

quantité similaire pour chacun des gaz, même sur les temps longs, mais en moindre 

proportion que lorsque le plasma est allumé (perte de 30 % pour 30 minutes 

d’exposition). Enfin, cette nette évaporation n’est pas observée lorsque du PBS est laissé 

{ l’air libre.  

La différence entre le PBS exposé au flux de gaz et le PBS exposé au plasma peut 

être expliquée par des couplages existants entre l’onde d’ionisation et l’écoulement de 

gaz, décrits dans l’étude de Papadopoulos et al., [25]. Des images par la méthode dite de 

schlieren permettent de mettre en évidence que pour un débit de 2 slm, le flux d’hélium 

qui pénètre dans l’air ambiant est laminaire sur une certaine distance, puis turbulent 

après une zone de transition. Lorsque le plasma est allumé, la structure du flux change 

radicalement : le flux devient turbulent à une distance plus proche de la sortie du 

capillaire, traduisant une augmentation de sa vélocité. Le principal mécanisme 

responsable de ce phénomène est l’intervention d’une force électro-hydrodynamique 

exercée sur les espèces neutres par transfert de moment cinétique des ions à travers des 
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collisions, assez forte pour atténuer la flottabilité du flux d’hélium (8 fois plus léger que 

l’air) et augmenter sa vitesse (Figure 3.4) [25].  

 

 
Figure 3.4 : En haut, imagerie de type  schlieren de 2 slm d’hélium s’écoulant dans l’air 
ambiant, sans et avec plasma. En bas, modélisation de la vélocité du gaz sans et avec 
plasma. Paramètres plasma : Amplitude 20 kV crête-à-crête, fréquence 10 kHz. (Issu de 
[25]). 

 

Enfin, les différences d’évaporation entre les trois types d’onde d’ionisation (He, 

He/1%N2 et He/1%O2) peuvent être dues à leur différence de longueur (Figure 3.1) et 

donc { leur capacité d’interaction avec le liquide. En effet, le choix a été fait de fixer la 

distance entre le tube en quartz et la surface du liquide. La longueur du jet de plasma 

dépend de la concentration d’hélium [25], qui est moindre lorsque de l’azote ou de 

l’oxygène sont ajoutés à débit total constant. D’autre part, le plasma à base de He/1%O2 

est plus court et moins lumineux que celui à base de He/1%N2. L’ajout d’un gaz 

électronégatif comme l’oxygène peut en effet induire un quenching des métastables 

d’hélium (espèces excitées à longue durée de vie) par effet Penning (décrit au chapitre 1, 

section 1.5.2.1, Table 1.3). La densité électronique va diminuer ainsi que l’ionisation, ce 

qui diminue la conductivité de l’onde d’ionisation et donc sa longueur. 

Finalement, la mesure de la perte de volume s’avère être un moyen assez simple 

pour mettre en évidence ces couplages existant entre l’écoulement gazeux et l’onde 

d’ionisation qui s’y propage. De plus, concernant des applications potentielles en 

biologie (traitement de cellules en culture, traitement directement sur des tissus 

vivants), ce phénomène est à considérer avec attention, comme nous le verrons par la 



 

  103 

suite. Il va conduire probablement à un assèchement local et à une augmentation des 

concentrations ioniques (hyperosmose). 

 

3.2     Analyse optique de quelques ondes d’ionisation  

3.2.1     Détection d’espèces chimiques émissives 

 

La spectroscopie d’émission optique (SEO) a été employée en tant qu’outil 

diagnostic pour caractériser les espèces chimiques se trouvant dans un état excité 

radiatif au sein des différents plasmas étudiés, (se reporter à la section 2.2.2 pour le 

dispositif expérimental). Remarque : Ces mesures de SEO ont été effectuées sur des 

ondes d’ionisation se propageant dans l’air ambiant, sans liquide en-dessous. 

Le spectre global d’un plasma généré à partir d’hélium comprenant 1 % d’azote et 

couvrant une gamme de longueur d’onde allant de 250 nm { 900 nm est représenté 

Figure 3.5.  

 

 
Figure 3.5 : Spectre global d’émission optique d’un plasma réalisé { partir d’un mélange He/1%N2 
(Débit total 2 slm, fréquence 10 kHz, amplitude de la tension 7,5 kV, rapport cyclique 1%). La fibre 
optique sonde une zone à 5 mm de distance de l’axe du plasma et distante de 5 mm de l’orifice du 
tube en quartz [6].   

 
Ce spectre d’émission met en évidence un certain nombre d’espèces émissives émettant 

aussi bien dans l’ultraviolet (UV) que dans le proche infrarouge (PIR). Un certain 

nombre de raies d’atomes d’hélium excités sont présentes puisqu’il représente le gaz 

principal dans la décharge. Ensuite, des bandes moléculaires sont caractéristiques de 

transitions radiatives liées à la formation d’espèces azotés, comme l’ion N2+ (FNS, First 

Negative System), le N2 (FPS, First Positive System) et le N2 (SPS, Second Positive 

System). On trouve également des espèces dérivant de l’oxygène comme l’oxygène 

atomique O et le radical hydroxyle HO°. Enfin, un zoom dans la zone des UV montre 

l’émission du système NO°γ, le radical oxyde nitrique (Figure 3.6, spectre du haut). Ces 
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principales émissions sont regroupées dans la Table 3.1 ci-après. La classification des 

états électroniques de molécules diatomiques est décrite en Annexe 2. 
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Figure 3.6 : Comparaison des transitions vibrationnelles du système NO°γ pour les plasmas He et 
He/1%N2 [6].  

 
Table 3.1 : Principales espèces détectées dans un plasma He/1%N2 (issu de [65]). UV : Ultraviolet ; 
PIR : Proche Infrarouge. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En comparaison d’un plasma initié { base d’hélium enrichi en azote, l’intensité du 

système NO°γ chute considérablement lorsque le plasma est généré { partir d’hélium 

pur (Figure 3.6, spectre du bas). La formation de l’oxyde nitrique NO° nécessite 

effectivement la présente d’atomes d’azote N et d’oxygène sous la forme moléculaire par 

Espèces 
λ (nm) 

(v’-v’’):  transition vibrationnelles  
Nature des 

photons 
Durée de vie 

radiative (ns) 

       
          200→280 UVC 

 
                309 (0-0) UVB 690 

         
          

315,93 (1-0) ; 337,13 (0-0) ; 
357,69 (0-1) ; 380,49 (0-2) 

UVA 
UVA 

36-42 

  
           

      
   

391,44 (0-0) 
427,81 (0-1) ; 470,92 (0-2) 

UVA 
Visible 

66 

         
        

   500→900 Visible-PIR 
 

              
              
              
              
              

501,5 ;  
587,5 ;  
667,80 
706,5 

728,13 

Visible-PIR 64.6 

   656,30   

           

           

777,53 
844,63 

Visible-PIR 
27 

34,7 
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exemple. Nous pouvons citer deux réactions conduisant à la formation du NO° [210] (éq. 

3.1 et 3.2) : 

 

               

             

 

Il apparaît donc que le plasma He/1%N2 est plus efficace pour la production d’oxyde 

nitrique. Néanmoins, même dans cette condition, l’interaction avec l’air ambiant enrichit 

le plasma en espèces d’azote et d’oxygène d’où l’observation malgré tout du système 

NOγ [211]. 

 

Ces premiers éléments montrent que la composition initiale du gaz joue fortement sur la 

composition chimique de l’onde d’ionisation. En effet, l’intensité lumineuse des espèces 

excitées fluctue si un gaz moléculaire est ajouté à la décharge. Les intensités relatives 

normalisées de quelques-unes des espèces détectées ont été tracées en fonction de la 

composition initiale du gaz pour mieux voir apparaître ces différences (Figure 3.7). 
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Figure 3.7 : Comparaison des intensités relatives de quelques espèces 
émissives, normalisées par rapport { l’hélium pour les trois plasmas 
étudiés : He, He1/%N2 et He/1%O2. En conséquence, il faut comparer 
uniquement l’intensité d’une espèce pour les différents plasmas, mais pas 
les espèces entre elles. 

 

Les intensités de la raie d’hélium, de l’ion N2+ (FNS) et de l’oxygène atomique O 

sont plus élevées dans le plasma d’hélium pur, et plus faibles dans le plasma He/1%O2. 

L’ion N2+ (FNS) peut être formé par effet Penning suivant l’équation suivante (section 

1.5.2.3, Table 1.5) [59], [86] (éq. 3.3) : 

 

(3.1) 

(3.2) 
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He* + N2(X 1Σg+) → N2+(B2Σu+) + He + e  

 

Si les métastables de l’hélium sont effectivement plus nombreux dans le plasma d’hélium 

pur, il est normal que la concentration de l’ion N2+ (FNS) soit plus élevée. Concernant 

l’oxygène atomique O, il peut lui aussi être formé par effet Penning avec l’ozone O3  (éq. 

3.4) : 

 

He* + O3 → O2+ + O + He + e 

 

Bien que nous n’ayons pas à notre disposition les outils nécessaires pour détecter 

l’ozone (il est indétectable en SEO) sa présence est suspectée en raison de la forte odeur 

le caractérisant qui peut se dégager de la décharge et il est bien connu maintenant que 

cette molécule est formée dans les décharges DBD [1], [212], [213].  

Par ailleurs, c’est dans le plasma He/1%N2 que les intensités du radical hydroxyle 

HO° et du second système positif de l’azote moléculaire N2 (SPS) sont les plus élevées :  

 Le radical hydroxyle HO° est principalement issu de la réaction d’un état 

métastable de l’azote moléculaire, le N2 (A3Σu+), avec l’eau [30], [91], [95]. 

Cet état métastable est sans doute majoritairement obtenu par collisions 

électroniques avec l’état fondamental de l’azote moléculaire N2(X 1Σg+), 

mais peut aussi être formé lors de la transition radiative N2 (FPS) (N2 

(B3π) → N2 (A3Σu+)). Le second état excité de l’azote moléculaire, le N2 

(B3π), peut quant à lui être obtenu par impact électronique avec l’état 

fondamental de l’azote moléculaire N2 (X1Σg+) suivant la réaction suivante 

(section 1.5.2.3, Table 1.5) (éq. 3.5) : 

 

N2(X 1Σg+) + e → N2(B3π)  + e  

 

Ensuite, le mécanisme suivant est proposé pour la formation de HO° [30],             

[91], [95] (éq. 3.6) : 

 

N2 (A3Σu+) + H2O → HO° + H° + N2  

 

 L’état N2(C3πu) est par ailleurs possiblement formé par impact 

électronique avec l’état fondamental de l’azote moléculaire N2(X 1Σg+) 

suivant la réaction suivante (section 1.5.2.3, Table 1.5) (éq. 3.7) : 

 

N2(X 1Σg+) + e → N2(C3πu) + e 

 

Ainsi, lorsque le gaz de travail est enrichi avec de l’azote, toutes ces réactions sont 

probablement facilitées, ce qui conduit à des concentrations plus importante en HO° et 

N2 (C3πu). 

D’autre part, la présence d’espèces excitées de l’azote et de l’oxygène dans la 

décharge d’hélium prouve l’interaction du plasma avec ces molécules, soit en amont, via 

(3.3) 

(3.4) 

(3.5) 

(3.6) 

(3.7) 
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une pollution par les tuyaux d’acheminement du gaz (désorption de l’oxygène sur les 

parois [8]) ou soit par interaction avec l’air ambiant. L’effet très clair de la composition 

initiale du gaz sur la chimie de la décharge laisse penser que les effets physico-

chimiques induits dans la phase liquide vont différer en fonction du plasma utilisé. De 

plus, il faut bien avoir { l’idée que les données recueillies par spectroscopie d’émission 

optique ne reflètent qu’une partie de la chimie du plasma, qui est très complexe. De plus, 

la richesse des spectres OES obtenus peut rendre plus délicate l’identification de toutes 

les espèces présentes, car il arrive fréquemment qu’une bande ou un pic d’émission dans 

le second ordre se superpose avec le premier ordre d’émission d’une autre espèce. De ce 

fait, la chimie générée dans les milieux liquides ne saurait être interprétée uniquement 

en regard de ces données de SEO et d’autres aspects tels que l’effet des UV et de l’ozone 

O3, composants très importants dans les plasmas froids de décharges. 

Mais avant tout, il convient d’avoir une estimation de la température des ondes 

d’ionisation créées, pour s’assurer qu’elles sont compatibles avec des applications 

biologiques. Pour cela, les structures rotationnelles de deux molécules sondes ont été 

utilisées. C’est l’objet de la section 3.2.2. 

 

3.2.2     Température rotationnelle de quelques molécules sondes 

 

Comme expliqué au chapitre 2, section 2.2.3, la température de la décharge n’est 

qu’une estimation, basée sur la connaissance des températures rotationnelles de 

molécules sondes telles que           
  u     g  à 337,13 nm et              i  à 

309 nm. Si ces deux espèces sont bien en équilibre thermodynamique avec l’air ambiant, 

leur température rotationnelle est assimilable à la température du gaz. Concernant l’état 

excité C de l’azote moléculaire      
  u , c’est effectivement le cas si le temps 

nécessaire au transfert d’énergie entre les états de rotation-translation (de l’ordre de la 

nanoseconde) est plus faible que la durée de vie l’état excité C lui-même. De ce fait, la 

population rotationnelle des états C a le temps de se thermaliser avant que l’émission 

n’ait lieu, et ainsi           
  u  ⋍      [8], [214]. Les seconds ordres (respectivement à 

674,26 et 618 nm) ont été employés car le spectromètre est mieux résolu. Les 

températures obtenues dans le cas d’un plasma He/1%N2 sont présentées Figure 3.8. 
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Figure 3.8 : Températures rotationnelles des molécules sondes HO° et 
N2 (SPS) mesurées dans un plasma He/1%N2 (Débit total 2 slm, 
fréquence 10 kHz, amplitude de la tension 7,5 kV, rapport cyclique 
1%)  [6]. Voir Figure 2.5 pour la position de la fibre optique [6]. 

 

Elles sont également du même ordre de grandeur pour les plasmas He et He/1%O2 [6]. 

La température rotationnelle de la molécule HO° est de 316 K, et de 314 K pour le N2 

(SPS) avec une précision de ± 40 K [61]. En faisant l’hypothèse que la condition donnée 

plus haut est vérifiée dans nos conditions, on peut estimer que la température moyenne 

de l’onde d’ionisation se trouve aux alentours de 40 °C, ce qui est compatible avec des 

futures applications de ces milieux gazeux sur le vivant. 

 

 

3.3     Analyse des espèces chimiques générées en milieu liquide 

physiologique 

 

Les décharges plasma à pression atmosphérique et température ambiante sont 

riches chimiquement comme nous venons de le voir. Toutes les espèces chimiques 

constituant l’onde d’ionisation (y compris celles que nous n’avons pas détectées) sont 

susceptibles d’interagir avec toute surface en contact, notamment une phase liquide, 

comme c’est le cas dans ce travail. De nombreuses espèces chimiques ont été détectées à 

ce jour dans des liquides traités par des phases plasma, qu’il s’agisse d’eau pure, de 

milieux tamponnés comme le PBS ou de milieux de culture (type RPMI par exemple). 

Parmi ces espèces, les plus souvent citées sont le peroxyde d’hydrogène H2O2, les ions 
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nitrite et nitrate (NO2- et NO3- respectivement) qui constituent des espèces quasi-stables 

en solution et sont des produits de réactions (les nitrites/nitrates sont notamment issus 

de l’oxydation par l’oxygène moléculaire de l’oxyde nitrique NO°), ayant lieu sur des 

échelles de temps généralement très courtes, inférieures à la seconde. Ces espèces 

chimiques sont encore présentes jusqu’{ plusieurs heures après le traitement par 

plasma et ont un effet bactéricide à long terme, ce qui a conduit à des terminologies 

comme « plasma-activated liquid » ou « plasma-activated water » ([29], [48], [55], [118], 

[120], [176], [179]). Il existe de nombreuses méthodes d’analyse de ces espèces 

chimiques. Les plus couramment employées sont les suivantes :  

 

 Pour H2O2 : test fluorimétrique Amplex Red ou au Sulfate de titanium [74], 

[125], [215], ou encore un test photométrique basé sur la réaction de H2O2 

avec de l’ammonium metavanadate [216]. 

 

 Pour NO2- et NO3- : test au réactif de Griess [170], [216], [217] ou par 

chromatographie ionique [126], [218]. 

 

Bien qu’il soit essentiel de connaître la composition chimique des liquides traités 

à long terme, il existe aussi un vif intérêt dans la connaissance d’une chimie amont, qui 

fait intervenir des espèces à courte durée de vie et de ce fait très réactives. Ce terme 

« réactif » fait référence d’une part à la réactivité chimique car impliquant des espèces 

instables cinétiquement (de durée de vie très courtes, de l’ordre de la micro voire 

nanoseconde) et d’autre part d’un point de vue biologique, car ces espèces chimiques 

sont susceptibles d’interagir avec les constituants biologiques dont les membranes. Dans 

la littérature, ces espèces sont classées en tant que ROS (espèces chimiques ayant pour 

origine l’anion superoxyde O2°-), RNS (dérivant de l’oxyde nitrique NO°) ou RONS, un 

terme plus général qui regroupe les deux catégories précédentes (voir Chapitre 1, 

section 1.7). Certains de ces RONS sont des radicaux, molécules possédant un ou 

plusieurs électrons non-appariés sur leur couche externe (électrons dit « célibataires). 

Ces radicaux sont de ce fait particulièrement fugaces et actifs d’un point de vue 

biologique (induisant du stress oxydant notamment). Parmi eux on peut citer le radical 

hydroxyle HO°, l’anion superoxyde O2°-, l’anion peroxyde O22°-, l’oxyde nitrique NO° et le 

dioxyde d’azote NO2° [1]. Le radical HO° (durée de vie de l’ordre de la nanoseconde 

[182]) est par exemple un oxydant très puissant réagissant aussi bien avec les centres 

carbone, oxygène ou azote des biomolécules, et dont la distance de diffusion n’excède 

pas typiquement le diamètre d’une protéine, faisant de lui un réactif local uniquement. 

Par ailleurs, le peroxynitrite ONOO- (couple acido-basique ONOOH/ONOO-,        ) 

qui n’est pas un radical, est cependant lui aussi très réactif (temps de demi-vie inférieur 

à 1 seconde en conditions physiologiques [219]). Les deux formes du peroxynitrite 

(protonée et anionique) ont en effet la capacité de traverser les membranes biologiques 

par diffusion passive, en empruntant les canaux ioniques par exemple, lui conférant un 

caractère sélectif [220]. Bien que stable cinétiquement, le peroxyde d’hydrogène H2O2 

est une autre espèce réactive d’un point de vue biologique et est classé dans les ROS. En 
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effet, le peroxyde d’hydrogène est relativement apolaire et peut traverser les 

membranes cellulaires, pour réagir avec différentes structures notamment 

enzymatiques ainsi que provoquer des cassures dans les doubles brins d’ADN. 

Un des principaux challenges dans les études des interactions plasma-liquide 

reste la détection et la quantification de ces espèces aux durées de vie souvent peu 

compatibles avec les méthodes analytiques usuelles, mais aussi parce qu’il existe peu de 

méthodes directes et sélectives. Par exemple, les radicaux peuvent être détectés en 

utilisant la spectroscopie par résonnance paramagnétique électronique (RPE) { l’aide de 

piégeur de radicaux (les « spin-traps ») [185], [216], [221]. Le peroxynitrite peut quant à 

lui être détecté par spectroscopie de fluorescence avec la sonde H2DCFDA (2,7-

dichlorodihydrofluorescein di-acetate), mais cette sonde n’est pas sélective et peut 

réagir avec certains ROS comme H2O2 ou O2°- [126], [150].  

L’objectif du présent travail est d’analyser, caractériser et quantifier les 

phénomènes physico-chimiques induits en solution après traitement par plasmas froids 

à pression atmosphérique et température ambiante, notamment la production d’espèces 

chimiques stables et instables. Les diverses techniques d’analyse présentées au Chapitre 

2 ont été utilisées à ces fins.   

 

3.3.1     Espèces chimiques stables de l’oxygène et de l’azote 

3.3.1.1     Mesure de l’oxygène en solution 

 

Le phénomène d’évaporation décrit plus haut pose question quant à la 

concentration de l’oxygène dissous dans le PBS, qui pourrait avoir un impact d’un point 

de vue biologique. Nous avons donc utilisé une électrode de Clark (décrite au chapitre 2 

section 2.4.1.1.2) pour suivre la réduction de l’oxygène par chronoampérométrie, afin de 

savoir si le traitement plasma pouvait avoir une influence sur la quantité d’oxygène 

dissous. Les mesures ont été réalisées dans plusieurs PBS (pH initial 7,4) :   

 PBS aéré (contrôle 1). 

 PBS dégazé { l’azote (pendant 20 minutes par bullage) (contrôle 2). 

 PBS exposé aux mélanges de gaz (He, He/1%N2 et He/1%O2) pendant 5 

minutes, sans allumer de plasma (contrôle 3). 

 PBS traité par les trois plasmas He, He/1%N2 et He/1%O2 pendant 5 minutes. 

 

Les résultats sont présentés Figure 3.9. La concentration en O2 dans le PBS aéré 

est proche de 220 µM, tandis que celle-ci atteint un niveau de 20-30 µM dans le PBS 

dégazé in situ (boite avec puits ouvert). Dans le PBS traité aux plasmas, la concentration 

en O2 atteint un niveau intermédiaire d’environ 140-150 µM, voyant que le plasma 

He/1%O2 semble diminuer la concentration en O2 un peu plus fortement que les deux 

autres. De plus, le PBS exposé aux gaz est affecté de la même manière que le PBS traité 

aux plasmas, le courant { l’électrode étant  quasiment le même.  
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Figure 3.9 : (a) Suivi chronoampérométrique de la quantité de dioxygène dissous dans du PBS (pH 
7,4 ; volume initial 2 mL) traité 5 minutes par les plasmas He, He/1%N2 et He/1%O2. L’oxygène est 
réduit selon                   à -0,7 V ; (b) Concentrations en O2 dissous correspondantes. 

 

Il apparaît donc que la concentration en oxygène dissous dans le PBS diminue lorsqu’il 

est traité par les diverses ondes d’ionisation et lorsqu’il est simplement exposé aux gaz. 

Cette perte d’oxygène peut être expliquée de plusieurs façons. Premièrement, parce que 

l’oxygène dissous participe à des réactions chimiques avec les diverses espèces 

chimiques provenant du plasma, comme par exemple les électrons libres qui auraient la 

particularité de pouvoir se solvater [173]. La réaction suivante pourrait donc avoir lieu, 

faisant ainsi diminuer la quantité d’oxygène dissous (éq. 3.8) : 
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Cependant, cette hypothèse n’est pas valable dans le cas de l’exposition aux gaz. Une 

autre explication pourrait être que ce dégazage est d’origine « mécanique », dû à 

l’interaction hydrodynamique assez forte entre l’onde d’ionisation et le liquide 

entraînant un vortex bien visible. L’oxygène dissous pourrait de ce fait être chassé du 

liquide par solvatation de l’azote moléculaire, entrainé de l’air ambiant vers la solution. 

Enfin, les similitudes observées entre les échantillons et le contrôle gaz peuvent sembler 

illogiques au départ. Cependant, les phénomènes mis en jeu dans les deux cas (PBS 

exposé aux plasmas et aux gaz) peuvent être différents (chimique et mécanique dans le 

premier cas, purement mécanique dans le second), ce qui peut expliquer que les 

quantités d’oxygène après exposition de 5 minutes soient finalement similaires. D’un 

point de vue biologique, un déficit en oxygène dissous peut avoir des effets  de 

changement métaboliques voire délétères sur des cellules contenues dans ce liquide, qui 

peuvent être alors en état d’hypoxie.  

 

3.3.1.2     Analyse de la production des ions nitrites et nitrates (NO2- / NO3-), et du 

peroxyde d’hydrogène H2O2 

 

Nous avons utilisé la spectroscopie d’absorption UV-visible afin d’analyser 

certaines des espèces absorbantes générées dans du PBS traité par les trois plasmas 

décrits précédemment. Nous avons d’abord réalisé un spectre d’absorption, sur une 

large gamme allant de 200 à 800 nm. N’ayant détecté aucune espèce absorbant dans le 

visible et l’absorbance du PBS étant dominante dans la région [200 - 250 nm], nous 

avons finalement restreint la gamme à [250 - 400 nm]. La Figure 3.10 (a) représente les 

spectres obtenus après traitement de 2 mL de PBS par le plasma He/1%N2 pour 

différents temps de traitement. Des spectres d’allure similaire ont été obtenus pour les 

plasmas He et He/1%O2 (Figure 3.10 (b)). 

(3.8) 
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Figure 3.10 : Spectres d’absorbance UV dans du PBS (pH 7,4 ; volume initial 2 mL) traité (a) par le 
plasma He/1%N2, pendant 2 minutes et 30 secondes, 5 et 10 minutes ; (b) 10 minutes par les 
plasmas He, He/1%N2 et He/1%O2.  

 

Trois contributions principales sont visibles : autour de 260 nm avec une absorbance 

qui augmente fortement, une légère contribution à 300 nm et un pic d’absorbance bien 

marqué à 354 nm. D’après la littérature, il s’agit du peroxyde d’hydrogène H2O2, des ions 

nitrates NO3- et des ions nitrites NO2- respectivement [222], [223]. De plus, les 

absorbances (et donc les concentrations) des espèces augmentent avec le temps 

d’exposition au plasma. Afin de quantifier ces espèces, il est nécessaire de connaître les 

coefficients d’extinction molaire de chaque espèce absorbante pour appliquer la loi de 

Beer-Lambert. Nous les avons mesurées expérimentalement { l’aide de solutions étalons 

(voir section 2.4.2 pour les détails pratiques). Connaissant la concentration des solutions 

étalons, la longueur de la cuve et l’absorbance mesurée, le coefficient d’extinction 

molaire correspondant est alors déterminé à partir de la loi de Beer-Lambert. Les 

résultats sont présentés Figure 3.11. 
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Figure 3.11 : Coefficients d’extinction molaire (solvant PBS, pH 7,4). a) Nitrite/nitrate, gamme 200-
400 nm ; b) Nitrite/nitrate/peroxyde d’hydrogène, gamme 250-400 nm. 

 

La Figure 3.11 (a) représente les coefficients d’extinction molaire de H2O2, NO2- et NO3- 

sur une large gamme allant de 200 à 400 nm. Cependant, seules les valeurs comprises 

entre 250 et 400 nm (Figure 3.11 (b)) nous ont servi pour les calculs, pour les raisons 

évoquées plus haut. Ces données ont été comparées avec la littérature afin de s’assurer 

de la cohérence de nos mesures. Les valeurs des coefficients obtenues dans le PBS sont 

finalement très similaires dans l’eau [223]–[225], ce qui suggère que les sels présents 

dans le PBS n’interagissent pas avec ces espèces. On peut par ailleurs remarquer que les 

ions nitrates absorbent très faiblement, leur contribution peut donc être « cachée » par 

celle des ions nitrites qui absorbent aussi à 300 nm en fonction des concentrations 

relatives de chacun. A 350 nm, seuls les nitrites absorbent, il sera donc facile d’en 

déduire leur concentration via la loi de Beer-Lambert. 
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A partir de ces coefficients et des spectres expérimentaux, les concentrations en 

ions nitrite NO2- ont donc été calculées en utilisant l’équation  t t     n                   
  

pour chaque condition et tracées en fonction du temps de traitement au plasma (Figure 

3.14). Pour connaître la concentration des ions nitrates NO3-, il faut se placer 

préférentiellement au maximum d’absorbance { 300 nm. Mais { cette longueur d’onde, 

l’absorbance totale est la somme de trois absorbances individuelles suivant l’équation 

suivante (éq. 3.9) : 

 

                                                                    

 

Il y a deux inconnues dans cette équation,                  et                   . Nous avons donc 

besoin de la connaissance de la concentration en H2O2 pour résoudre cette équation.  

L’électrochimie a donc été utilisée en complément de la spectroscopie 

d’absorption UV-visible. Selon la méthode décrite section 2.4.1.1.6, des analyses par 

voltamétrie cyclique en condition stationnaire (basses vitesses de balayage du potentiel) 

ont été réalisées avec des UMEs platinées dans du PBS traités selon les conditions 

présentées au Chapitre 2. Par soucis de clarté, seul l’aller des cycles a été représenté sur 

la Figure 3.12. 

 
Figure 3.12 : Analyses par voltamétrie cyclique (allers des cycles, vitesse 
de balayage : 20 mV.s-1) dans du PBS (10 mM, pH 7,4 ; volume initial 2 
mL) traité 10 minutes par les plasmas He, He/1%N2, He/1%O2. 
Ordonnées : courant (nA) ; Abscisse : potentiel (V).  

 

Il y a deux contributions visibles sur ces cycles : une première vague d’oxydation 

(courant positif) dont le plateau se trouve vers 500 mV, une seconde vague d’oxydation 

dont le plateau se trouve vers 850 mV, la première correspondant { l’oxydation 

irréversible de H2O2 (selon la réaction H2O2 → O2 + 2H+ + 2e-) et la deuxième à 

l’oxydation irréversible de NO2- (selon la réaction NO2- + H2O → NO3- + 2H+ + 2e-) [226]. 

(3.9) 
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A l’aide de courbes de calibration déterminées à partir des voltamogrammes cycliques 

dans des solutions étalons (Figure 3.13 (a)), les concentrations de chaque espèce 

peuvent donc  être déterminées. Ces courbes de calibration montent que la réponse de 

l’électrode de travail est linéaire en fonction de la concentration. On note cependant que 

la linéarité est plus nette pour H2O2 (Figure 3.13 (b)) en comparaison de NO2- (Figure 

3.13 (c)). Pour H2O2, le courant est relevé par différence entre le zéro de courant (vers 

150 mV) et le plateau de courant à 500 mV. Pour les NO2-, le courant relatif à cette 

seconde espèce est mesuré par différence entre 650 mV (pied de la vague) et 850 mV 

(plateau de la vague). Les concentrations en H2O2 et NO2-  ont été tracées en fonction du 

temps de traitement aux plasmas (Figures 3.14 (b) et (c)). 

 

 
Figure 3.13 : (a) Voltamogrammes cycliques (allers des cyles) dans des solutions étalons 
(H2O2/NO2

-) à 1 mM et comparaison avec du PBS non traité (10 mM, pH 7,4) ; Courbes de 
calibration à partir de solutions de (a) H2O2 et (b) NO2

- issues des voltamogrammes cycliques. 

 

Les concentrations en H2O2 obtenues par électrochimie ont été utilisées pour résoudre 

l’équation précédente (éq. 3.10) afin de déterminer les concentrations en nitrates. Bien 

que les concentrations en H2O2 aient été obtenues par électrochimie, la complémentarité 

de ces deux techniques semble validée par la bonne concordance des concentrations en 

ions nitrites obtenues (Figures 3.14 (a) et (b)). Les concentrations en ions nitrates NO3- 
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ont donc été calculées et tracées pour chaque plasma en fonction du temps de 

traitement (Figure 3.14 (d)). 

 

 
Figure 3.14 : Concentrations générées dans du PBS (pH 7,4 ; volume initial 2 mL), pour les plasmas 
He, He/1%N2, He/1%O2 en fonction du temps de traitement. a) et b) ions nitrites NO2

- ; c) peroxyde 
d’hydrogène H2O2 ; d) ions nitrates NO3

-. a) et d) sont issues de mesures de spectroscopie 
d’absorption UV. b) et c) sont issues de mesures d’électrochimie. 

 

Concernant les ions  nitrites NO2-, nous avons la possibilité de comparer les 

données obtenues par les deux techniques ; les résultats se révèlent très similaires pour 

la condition du plasma He/1%N2. Une différence de l’ordre de 200 µM est en revanche 

observée entre les concentrations obtenues pour les deux autres plasmas à 10 minutes 

de traitement en fonction de la technique d’analyse, mais cet écart est en fait de l’ordre 

de la variabilité-erreur standard des mesures. De plus, les mesures électrochimiques 

montrent que des ions nitrites sont bien présents à des concentrations plus faibles 

(environ 50 µM), dans le PBS traité par le plasma He/1%O2 (sur la Figure 3.12, la vague 

d’oxydation est bien visible entre 650 et 850 mV). Cependant, nous avons calculé des 

valeurs très proches de zéro pour cette condition (voir Figure 3.14 a) en la spectroscopie 

d’absorption UV, car on se situe aux alentours de la limite de détection (de l’ordre de 50 

µm dans nos conditions expérimentales). 

 D’autre part, la concentration augmente linéairement avec le temps pour chaque 

condition plasma, ce qui suggère une accumulation de cette espèce chimiquement stable 
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dans la solution. Pour 10 minutes de traitement, la concentration en nitrites est plus 

élevée pour le plasma He/1%N2 (590 ± 70 µM), suivi des plasmas He (250 ± 50 µM en 

moyenne sur les deux techniques) et He/1%O2 (100 ± 10 µM). Une autre tendance est 

observée pour le peroxyde d’hydrogène H2O2 : c’est avec le plasma d’hélium que les 

concentrations sont les plus élevées, pour atteindre environ 900 ± 100 µM pour 10 

minutes de traitement. Cette concentration est divisée par deux pour le plasma 

He1/%N2 et atteint seulement 150 µM pour le plasma He/1%O2. Enfin pour les ions 

nitrates NO3-, les concentrations sont assez similaires entre les trois plasmas jusqu’{ 5 

minutes de traitement pour finalement atteindre, après 10 minutes d’exposition, 

environ 500 ± 150 µM pour les plasmas He et He/1%N2, et 250 ± 70 µM environ pour le 

plasma He/1%O2.  

Une des hypothèses expliquant la présence d’ions nitrite en solution est 

l’existence antérieure de l’acide nitreux HNO2 provenant du plasma qui une fois en 

solution se décompose en ions    et NO2-. Ce point sera détaillé dans la section 3.4. Ceci 

a été décrit dans certaines études consacrées à la modélisation de la chimie des plasmas 

[90], [91], [186], [227]. Cet acide pourrait être formé dans le plasma par la réaction 

suivante [227] (éq. 3.10) : 

 

                  

 

Cette réaction fait intervenir un partenaire de collision M et les radicaux hydroxyle HO° 

et oxyde nitrique NO°. Or, ces deux espèces excitées sont présentes majoritairement 

dans le plasma He/1%N2 (voir Figures 3.6 et 3.7), donc l’acide nitreux peut être produit 

principalement par ce plasma expliquant la plus forte concentration de nitrites en 

solution. De façon un peu plus surprenante, la tendance observée pour les ions nitrate 

n’est pas très nette et l’erreur sur la mesure assez grande (± 150 µM). Tout comme 

l’acide nitreux HNO2 source de NO2- dans le PBS, les nitrates peuvent provenir de l’acide 

nitrique HNO3, de l’onde d’ionisation. Une réaction plausible pour la formation de HNO3 

dans le plasma est la suivante [227], [228] (éq. 3.11) :  

 

                   

 

Le radical      est impliqué dans cette réaction. Les mesures de SEO ne nous ont 

cependant pas donné d’information concernant cette espèce. Mais d’après la littérature, 

on peut supposer son existence dans nos conditions, car elle peut provenir de la réaction 

du radical NO° avec l’oxygène atomique O [79], [91], ou bien par réaction de l’ozone avec 

l’oxyde nitrique selon les réactions suivantes [228] (éq. 3.12 et 3.13) : 

 

           
  

            
      

 

Le peroxyde d’hydrogène H2O2 peut quant à lui être formé soit directement dans la 

phase gaz, soit en solution après solvatation du radical HO°. La première hypothèse 

(3.10) 

(3.11) 

(3.12) 

(3.13) 
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semble être privilégiée, si on s’en réfère { cette étude récente [21]. De plus, la 

solvatation du peroxyde d’hydrogène est beaucoup plus efficace que celle du radical 

hydroxyle : à 300 K et     Pa, les constantes de Henry pour ces deux espèces dans l’eau 

sont respectivement          vs.          [227].  Par ailleurs, le plasma d’hélium est 

celui qui génère significativement le plus de H2O2 dans le PBS par rapport aux deux 

autres plasmas. Pourtant, le taux maximum de HO° n’est pas obtenu pour ce plasma He, 

mais pour la condition He/1%N2 si on se réfère à la Figure 3.7. Nous pouvons alors faire 

l’hypothèse que pour le plasma He/1%N2, le radical hydroxyle HO° intervient 

préférentiellement dans d’autres réactions (notamment les réactions 3.10 et 3.11), le 

rendant alors indisponible pour former H2O2 ; la tendance observée pour H2O2 pourrait 

donc être justifiée. Enfin, le plasma He/1%O2 est celui qui génère globalement le moins 

d’espèces en solution. Ceci peut être corroboré avec sa composition chimique, assez 

pauvre en espèces excitées dérivant de l’oxygène et de l’azote.  

Afin de vérifier que l’identification des espèces par spectroscopie d’absorption UV 

est bien exhaustive, nous avons réalisé une déconvolution des spectres expérimentaux. 

Pour cela, nous avons utilisé la loi de Beer-Lambert en calculant cette fois-ci 

l’absorbance théorique de chaque espèce (H2O2, NO2- et NO3-) comme si elle était seule 

en solution, avant d’en faire la somme, en se servant des diverses concentrations 

calculées précédemment (ε, l et c sont connus). Un exemple de déconvolution est donné 

ci-dessous pour du PBS (pH 7,4) traité 10 minutes par le plasma He/1%N2 (Figure 3.15 

(a)).  

 

 
Figure 3.15 : (a) Déconvolution du spectre obtenu dans 2 mL de PBS (pH 7,4) traités 10 minutes 
par le plasma He/1%N2 (Ath) et comparaison avec le spectre expérimental (Aexp) ; (b) Comparaison 
de Aexp  et Ath avec le spectre obtenu { partir d’une solution mime de PBS (pH 7,4) contenant H2O2, 
NO3

- et NO2
- aux concentrations mesurées. 

 

Le spectre théorique ne se superpose pas au spectre expérimental dans la zone des 

longueurs d’onde 250 – 300 nm. Le spectre issu de la différence  e     th présente 

effectivement une absorbance résiduelle dans cette zone. A titre de comparaison et pour 

confirmer la courbe théorique, nous avons également réalisé une solution « mime » à 

partir de PBS (pH 7,4) dans lequel les espèces H2O2, NO2- et NO3- ont été ajoutées aux 
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concentrations mesurées. Le spectre, nommé Amime est tracé sur la Figure 3.16 (b). Il 

concorde très bien avec le spectre théorique, validant de ce fait cette méthode de calcul. 

Cette absorbance résiduelle semble vraisemblablement être liée au plasma et n’est pas 

un artefact. Nous n’avons cependant pas réussi à attribuer cette absorbance à ce stade.  

Trois espèces chimiques connues pour être stables ont donc été détectées et 

quantifiées par différentes méthodes d’analyse. Leur stabilité présumée a été vérifié en 

procédant à un suivi cinétique de la concentration de ces espèces plusieurs heures après 

traitement plasma, comme illustré sur la Figure 3.16. On observe que sur plus de vingt 

heures, les concentrations en H2O2 et NO2- sont relativement stables, avec une légère 

diminution de H2O2 avec le plasma d’hélium (quelques dizaine de µM), mais une 

tendance à la hausse pour NO2- dans le cas des plasmas He et He/1%O2 (variation 

d’environ 100 µM) sur les premières heures après traitement. Ces variations sont 

certainement d’ordre chimique, avec une réactivité post-traitement, et peu 

probablement dues { une modification de la sensibilité de l’électrode de travail sur toute 

la durée de l’étude cinétique, puisque des tendances inverses sont observées pour le 

peroxyde d’hydrogène et les nitrites. Globalement, ces mesures confirment que dans nos 

conditions, il n’y a pas de variations notables des concentrations de ces espèces sur 

plusieurs heures après exposition au plasma. 

 
Figure 3.16 : Suivi cinétique des concentrations en H2O2 et NO2

- sur plusieurs heures après 5 
minutes de traitement par les plasmas He, He/1% N2 et He/1% O2. 

 

La composition initiale du gaz semble finalement jouer un rôle majeur dans la 

chimie générée ensuite en solution, ici dans le PBS car les proportions des composés 

détectés varient. Lorsque le gaz initial est enrichi en azote ou en oxygène, même à faible 

teneur (1%), la composition du plasma change fortement. Les UV sont par exemple 

majoritairement formés dans le plasma He/1%N2. De plus, le fait d’ajouter 1 % 

d’oxygène réduit assez fortement la densité des diverses espèces excitées, bien que 

l’onde d’ionisation arrive dans l’air et donc au contact d’azote. Une hypothèse est le 

quenching des métastables de l’hélium par l’oxygène fortement électronégatif et donc 

une diminution de l’ionisation. La comparaison avec d’autres études est assez difficile, 

puisque les quantités et proportions de ces espèces dépendent du système plasma 

utilisé et du type de liquide traité [37], [170].  Par exemple, Hensel et al., ont détecté 
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seulement 20 µM de NO2- dans l’eau traitée 5 minutes par un plasma d’hélium type 

« plasma jet » (fréquence 2 kHz, 1,7 slm He, amplitude 9 kV, volume traité 2 mL) [125]. 

Dans une autre étude, Machala et al., ont trouvé des concentrations de NO3- plus 

importantes, atteignant 1 mM dans un tampon phosphate (2 mM                

dans l’eau) exposé { des décharges sparks (tension positive en mode DC).  

Nous avons précédemment mis en évidence un phénomène d’évaporation, qui 

dépend de la durée de traitement. Or, les concentrations présentées à la Figure 3.14 

correspondent à des mesures réalisées dans le volume restant après traitement, que 

nous savons inférieur au volume initial. Afin de connaître la concentration rapportée à 2 

mL, nous avons ajusté le volume après traitement plasma avec de l’eau ultra-pure et 

avons procédé à de nouvelles mesures de la concentration,  e      ju t . Cependant, il est 

aussi possible de remonter à cette concentration par un simple calcul de dilution, 

puisque nous connaissons le volume final ( fin  ). Il suffit d’utiliser l’équation 3.14 

suivante : 

 

                          

 

Avec  th l’inconnue de l’équation soit la concentration rapportée à 2 mL,  initi   le 

volume initial de 2 mL et  fin   la concentration mesurée dans le volume restant après 

traitement,  fin  . Ces calculs ont été effectués pour établir les concentrations de H2O2 et 

NO2- dans le volume de 2 mL, pour divers temps de traitement et ces résultats sont 

comparés aux mesures réalisées dans le volume ajusté (voir Figure 3.17).  

(3.14) 
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Figure 3.17 : Comparaison de la concentration mesurée dans le volume restant       avec la 

concentration rapportée à 2 mL, mesurée (   ) ou calculée (             ). 

 

Comme le montrent les données, les concentrations en H2O2 et NO2- sont plus faibles 

dans 2 mL, ce qui met en évidence l’effet de concentration de ces composés dû à 

l’évaporation du liquide. Pour les temps de traitement élevés (au-delà de 10 minutes), la 

différence est d’autant plus marquée (> 100 µM). D’autre part, les concentrations  e   et 

 th sont très proches, ce qui montre que la connaissance du volume restant suffit à 

remonter à la concentration dans 2 mL, sans manipulation expérimentale. Dans la suite 

de ce travail, les concentrations présentées seront toujours celles expérimentales 

mesurées dans le volume final après traitement par plasma. 
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3.3.2     Détection du peroxynitrite (ONOO-), une espèce instable 

 

L’ion peroxynitrite ONOO- est un isomère de l’ion nitrate NO3- (dans l’ion nitrate 

chaque atome d’oxygène est lié { l’atome d’azote alors que dans l’ion peroxynitrite seuls 

deux atomes d’oxygène sont liés { l’azote) (Figure 3.18). 

 
Figure 3.18 : Structures de Lewis de l’ion nitrate NO3

- et de 
son isomère, le peroxynitrite ONOO-. 

 

Le peroxynitrite est principalement formé par la réaction impliquant l’oxyde nitrique 

NO° et l’anion superoxyde O2°- (éq. 3.15) : 

 

      
           

 

Cette réaction est très favorable, avec une constante de vitesse de l’ordre de 

                  , valeur comparable au taux de dismutation de l’anion superoxyde 

par les SODs (superoxyde dismutases) qui vaut environ              et plusieurs 

ordres de grandeur supérieur { la vitesse de dismuation spontanée de l’anion 

superoxyde O2°-, de l’ordre de 5. 105         à pH 7,4 [1]. A concentration équivalente 

avec O2°-, le NO° peut donc rivaliser efficacement avec la réaction du superoxyde avec les 

SODs dans les cellules, alors que le peroxynitrite se formera très préférentiellement en 

absence de SOD. Le peroxynitrite peut réagir directement avec un certain nombre de 

biomolécules, en particulier celles qui contiennent un groupe sulfhydryle (SH) ou un 

centre métallique (avec un métal de transition tel que le fer, le cuivre etc…). Ceci inclut 

les enzymes contenant un groupe hème qui jouent un rôle important dans les transferts 

d’électrons, comme le cytochrome c, la SOD et les NOS (Nitric Oxyde Synthase) ainsi que 

des protéines contenant des acides aminés tels que la cystéine et la méthionine. De plus, 

le peroxynitrite est capable de cliver la molécule d’ADN en oxydant le désoxyribose et 

d’affecter les fonctions d’organelles telles que les mitochondries [219], [229].  

Il est important de savoir si cette espèce peut être produite dans les solutions de 

PBS exposées aux ondes d’ionisation que nous produisons en laboratoire. Sa formation a 

été étudiée par Lukes et al., en milieu acide (pH 3,3) grâce à une étude cinétique de la 

réaction en post-décharge du peroxyde d’hydrogène H2O2 avec les ions nitrites [179]. 

Aussi, en utilisant une sonde fluorescente mais non sélective pour le peroxynitrite 

(DCFH-DA), Machala et al., ont estimé d’une manière indirecte des concentrations de 

quelques dizaine de µM, par applications de décharges spark opérant dans l’air ambiant 

(3.15) 
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[126]. Plus récemment, Liu et al., ont utilisé un acide boronique (le coumarin boronic 

acid), une autre sonde moléculaire pour le détecter [230].           

La durée de vie des solutions de peroxynitrite est de l’ordre de la seconde { pH 

physiologique [231] et il existe peu de méthodes sélectives et spécifiques de détection 

de cette espèce, sous forme anionique (ONOO-) ou acide (ONOOH). De plus, les 

techniques existantes sont pour la plupart indirectes car elles nécessitent l’emploi d’un 

piégeur de type sonde fluorescente. Lors de cette thèse, nous avons mis en œuvre une 

méthode de détection du peroxynitrite par spectroscopie d’absorption UV-visible en 

travaillant dans du PBS à pH 12. En effet, comme le     du couple (ONOOH/ONOO-) est 

de 6,8, l’anion peroxynitrite est la forme prédominante en solution alcaline [231], [232]. 

De plus, à pH 12 le PBS est tamponné par le couple     
      

   (        ) ce qui 

nous permet de travailler dans un milieu dont le pH devrait rester stable, comme à pH 

7,4. Le peroxynitrite possède un coefficient d’extinction molaire élevé, de 

              à 302 nm [233]. Nous avons donc préparé du PBS pH 12 par ajout de 

NaOH dans du PBS au pH initial de 7,4. Des solutions de PBS pH 12 ont été exposées 5 et 

10 minutes au plasma He/1%N2 car c’est celui qui présente la plus forte concentration 

de NO° dans la phase gaz et qui est donc susceptible de produire la plus forte 

concentration de peroxynitrite. Les spectres ont été enregistrés entre 250 et 400 nm 

(Figure 3.19 (a)). Les spectres présentent deux bandes d’absorption principales : une 

première non attribuée ayant son maximum autour de 295 nm et une autre autour de 

355 nm, qui s’apparente aux nitrites NO2-. Il existe aussi probablement une contribution 

due au peroxyde d’hydrogène mais qui n’est pas bien visible { cause de la forte 

absorption de l’espèce inconnue. Ces deux espèces augmentent en concentration avec la 

durée du traitement plasma.  

Wende et al., ont suggéré que cette bande { 295 nm pourrait être due { l’ion 

hypochlorite      [170], qui possède son maximum d’absorption { 292 nm          

                    et pourrait être formé par la réaction des chlorures     du PBS 

avec l’oxygène atomique provenant du plasma. Afin de vérifier cette hypothèse, nous 

avons réalisé un contrôle avec une solution alcaline qui ne contient pas d’ions chlorures. 

De l’eau ultra pure { pH 12 a donc été traitée 5 minutes par le plasma He/1%N2 et le 

spectre obtenu est finalement très similaire à celui observé dans le PBS pH 12 (Figure 

3.19 (b)). La même bande d’absorption est présente, ce qui prouve que l’ion 

l’hypochlorite n’est pas l’espèce recherchée. 
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Figure 3.19 : (a) Spectres d’absorption UV dans du PBS pH 12 traité 5 et 10 minutes par le plasma 
He/1%N2. (b) Comparaison entre des spectres mesurés dans du PBS pH 12 et de l’eau { pH 12, tous 
deux traités 5 minutes par le plasma He/1%N2.  

 

Afin de valider l’hypothèse que le peroxynitrite ONOO- est formé dans le PBS pH 

12 et qu’il s’agit de l’espèce absorbante { 295 nm, nous avons calculé les concentrations 

de chaque espèce qui potentiellement absorbe dans la solution de PBS pH 12 traité 10 

minutes par le plasma He/1%N2, à savoir : NO2-, ONOO- et HO2- (à pH 12, H2O2 n’est pas 

l’espèce majoritaire, c’est l’ion hydroperoxyde    
  qui absorbe aux longueurs d’onde 

observées et dont la constante d’acidité du couple est             
         [235]). 

Les coefficients d’extinction molaire de ces espèces ont préalablement été mesurés dans 

du PBS à pH 12 et tracés sur toute la gamme de longueurs d’onde d’intérêt (Figure 3.20 

(a)). Nous avons supposé que seuls le peroxynitrite ONOO- et les ions nitrite NO2- 

absorbaient dans la zone [350-400 nm]. La concentration de ces deux espèces a donc été 

calculée en résolvant ce système d’équations { deux longueurs d’onde, en utilisant la loi 

de Beer-Lambert (éq. 3.16 et 3.17) : 

 

{

                    
      

                        
 

                    
      

                        
 

 

Le coefficient d’extinction molaire de l’ion peroxynitrite a été évalué { partir de 

solutions standard (47 µM) de peroxynitrite (Sigma Aldrich®) préparées dans du PBS à 

pH 12. Dans la région [250-350 nm], les concentrations     
   et         ainsi 

calculées ont été utilisées afin d’estimer la concentration de    
  suivant l’équation 3.18 

suivante : 

 

                    
      

                      
               

      
   

 

Grâce à cette approche, nous avons pu estimer les concentrations de ces trois espèces 

mesurées dans du PBS pH 12 après un traitement de 10 minutes par le plasma He/1%N2 

(3.16) 

(3.17) 

(3.18) 
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(voir Table 3.2). Cependant, ces concentrations sont potentiellement sous-estimées à 

cause du délai entre la préparation des échantillons et la mesure par spectroscopie 

d’absorbance UV, qui est de l’ordre de 20 minutes.  

 
Table 3.2 : Concentrations calculées en NO2

-, ONOO- et HO2
- dans le PBS pH 12 traité 5 et 10 minutes 

par le plasma He/1%N2.  
 

Durée du traitement au 
plasma He/1%N

2 

*NO
2

-+ (µM) *ONOO-+
 

(µM) *HO
2

-+ (µM) 

5 minutes 320 ± 60 20 ± 1 120 ± 30 

10 minutes 540 ± 100 47 ± 3 200 ± 50 

  

Il est ensuite possible de calculer le spectre d’absorbance de chaque espèce dans la 

gamme de longueurs d’onde étudiée, c’est-à-dire entre 250 et 400 nm (Figure 3.20 (b)). 

L’absorbance totale  c   est ensuite évaluée en sommant les précédentes absorbances 

individuelles et tracée en comparaison du spectre expérimental  e   (Figures 3.20 (b) et 

(c) trait pointillé gris). La très bonne superposition de   c   et  e   démontre que le 

peroxynitrite est très certainement l’espèce qui absorbe intensément vers 295 nm. A 

noter que le coefficient d’extinction molaire très élevé du peroxynitrite permet d’en 

détecter des concentrations faibles, de l’ordre de quelques µM avec une bonne précision 

sur la mesure. 

Par ailleurs, les ions nitrate NO3- sont également supposés exister puisque nous 

les avons détectés à pH physiologique. Cependant, le spectre calculé à partir des 

concentrations des 4 espèces (ONOO-, NO2-, HO2- et NO3-) présente une absorbance plus 

élevée que celle du spectre expérimental (Acal > Aexp) ce qui suggère que le nombre 

d’espèces présentes a été surestimé. De plus, nous montrerons par la suite que les ions 

NO3- ne sont pas visibles suite à la décomposition du peroxynitrite, dont le spectre 

d’absorbance (très intense) cache potentiellement celui des ions nitrate. 



 

  127 

 
Figure 3.20 : (a) Coefficients d’extinction molaire des solutions de NO2

-, HO2
-, NO3

- (axe de gauche) 
et ONOO- (axe de droite) (solvant PBS pH 12) à température ambiante. (b) Spectre mesuré dans du 
PBS pH 12 traité 10 minutes par le plasma He/1%N2                   . Les contributions 

individuelles hypothétiques de NO2
-, HO2

- et ONOO- ont été calculées à partir de la loi de Beer-
Lambert et l’absorbance théorique calculée       (somme des absorbances individuelles, pointillés 
gris) est tracée en comparaison avec       (c) Comparaisons des spectres mesurés dans du PBS pH 

12 traité 5 et 10 minutes par le plasma He/1%N2 avec les spectres théoriques. 
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De plus, un décalage en longueur d’onde est observé car la bande d’absorption 

correspondant au peroxynitrite devrait avoir son maximum à 300 nm et non à 295 nm. 

Ce décalage est dû au fait que le peroxynitrite n’est pas la seule espèce en solution (voir 

Figure 3.20 (a)), ce qui influe sur son spectre d’absorption et sur la ligne de base 

correspondante.  

 

Cette conclusion sur la présence du peroxynitrite a été confirmée par deux 

approches supplémentaires :  

 

 Un test de détection du peroxynitrite très utilisé en biologie a été réalisé. Il 

consiste en la détection de la 3-nitrotyrosine, un produit formé lors de la réaction de la 

L-tyrosine avec le dioxyde d’azote NO2°, un intermédiaire formé lors de la décomposition 

du peroxynitrite. Pour cela, 2 mL de PBS à pH 12 ont été traités 10 minutes par le plasma 

He/1%N2 pour maximiser la formation de peroxynitrite. La L-tyrosine (≥ 98 %, Sigma 

Aldrich®) a ensuite été ajoutée (concentration finale 100 µM) dans l’échantillon traité 

par plasma et la solution a été acidifiée par ajout d’acide phosphorique (85 %, Sigma 

Aldrich®) pour obtenir un pH final de 8. Cette acidification est nécessaire pour faire 

évoluer la décomposition du peroxynitrite en faveur de NO2° (selon la réaction 

           
  ) qui est l’espèce responsable de la nitrosation de la L-tyrosine. La 3-

nitrotyrosine absorbe dans les régions [250-300 nm] et [400-450 nm] à ce pH [236]–

[240]. Les spectres ont été enregistrés à température ambiante en utilisant une cuve de 

longueur 5 cm (Figure 3.21 (a) et (b)).  
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Figure 3.21 : Spectres d’absorption du PBS pH 12 traité 10 minutes par le plasma He/1%N2 dans 
deux zones de longueur d’onde, avant et après ajout de L-tyrosine (100 µM), puis après 
acidification { l’acide phosphorique H3PO4 (pH final = 8). 

 

Comme on peut l’observer sur les Figures 3.21 (a) et (b), le peroxynitrite formé dans la 

PBS pH 12 disparaît en présence de la L-tyrosine à pH 8, qui produit les bandes 

d’absorption visibles entre 260-280 nm et 420-450 nm (en rouge). Ces résultats sont en 

accord avec la formation du peroxynitrite dans le PBS à pH 12. Cependant, sa 

concentration étant très faible (de l’ordre de quelques dizaines de µM), le signal 

correspondant à la 3-nitrotyrosine est faible ; De plus, la L-tyrosine peut réagir avec 

d’autres RONS que ONOO- [241], [242] ce qui implique que cette sonde n’est pas 



 

  130 

forcément appropriée pour une analyse { d’autres pH, notamment { 7,4, puisque les 

plasmas que nous étudions génèrent une grande variété d’espèces réactives de l’azote. 

 

 Une seconde approche a été d’étudier la cinétique de décomposition du 

peroxynitrite. En effet, il est relativement instable dans nos conditions. Nous avons donc 

observé que l’absorbance { 295 nm diminuait progressivement dans le temps, alors que 

celle à 355 nm était maintenue (Figure 3.22 (a)). Les concentrations en NO2-, HO2- et 

ONOO- et ont été évaluées au cours du temps en utilisant la méthode de calcul décrite 

précédemment (voir Figure 3.22 (b) pour la quantification). Vingt-quatre heures après 

le traitement à ce pH très basique, la bande d’absorption du peroxynitrite a presque 

disparu et nous pouvons identifier sur le spectre les contributions restantes de HO2- et 

NO2- ; en revanche, nous n’avons pas observé de NO3-. 

Généralement, les formes acides et basiques du peroxynitrite se décomposent en 

solution aqueuse en NO3- et NO2- en fonction de multiples facteurs : pH, température, 

concentration, réactions chimiques avec d’autres espèces telles que le CO2 (formation du 

nitrosoperoxycarbonate ONOOC  
  [1], [170], [220]) et les phosphates [1], [231], [232], 

[243], [244]. On peut d’ailleurs souligner que la réaction du peroxynitrite avec le CO2 

dissous est très favorable, avec une constante de réaction estimée à             [1], 

[170].  
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Figure 3.22 : (a) Spectre final enregistré 24 heures après traitement plasma en comparaison du 
spectre initial. (b) Evolution cinétique des concentrations en NO2

-, HO2
- et ONOO- dans du PBS pH 

12 traité 10 minutes par le plasma He/1%N2.  

 

Pour vérifier si la décomposition du peroxynitrite pouvait être accélérée par une 

diminution du pH, nous avons mesuré le pH 24 heures après le traitement par plasma. 

Les valeurs sont relativement stables et de l’ordre de 11,88 ± 0,03 et 11,96 ± 0,01 pour 

10 et 5 minutes de traitement respectivement. De fait, la décomposition du peroxynitrite 

n’induit pas de variation de pH.  

La décomposition du peroxynitrite induite par une réaction avec le CO2 est fort 

probable compte tenu que nous ne maîtrisons pas la concentration de dioxyde de 

carbone dissous dans le PBS (problème de l’interaction air-liquide). Par ailleurs, il a 

clairement été démontré qu’au-del{ d’un pH de 10, la décomposition du peroxynitrite 

ONOO- en ions nitrites NO2- prévaut [245]. Le fait que nous n’ayons effectivement pas 

mesuré de nitrates NO3- en solutions à pH 12 après 24 heures de décomposition va dans 
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ce sens. Comme on peut le voir sur le Figure 3.22 (b), la concentration en nitrites 

augmente de quelques dizaines de µM au cours du temps, soit à peu près de 20 % au 

final. Cette quantité est équivalente à la quantité de peroxynitrite estimée (de l’ordre de 

50 µM).  

On observe aussi que la concentration en HO2- augmente, de quelques dizaines de 

µM avant de revenir à son niveau initial à partir de 22 heures. Ceci est donc 

potentiellement un artefact plus qu’une réactivité chimique conduisant à produire cette 

espèce en solution.  

Enfin, il apparaît que les concentrations de nitrites NO2- mesurées à pH 12 après 

24 heures ou à pH 7,4 immédiatement après le traitement plasma (de 10 minutes) sont 

du même ordre de grandeur (environ 600 µM) et au moins dix fois supérieures à la 

concentration en peroxynitrite (environs 50 µM). Cela suggère un autre mécanisme de 

formation des ions NO2- et NO3- en solution, ce qui renforce l’hypothèse de l’existence 

antérieure des acides HNO2 et HNO3 provenant de la phase gaz. Gorbanev et al., ont en 

effet montré que la majorité des RONS mesurés en solution étaient déjà produits dans la 

phase gaz [21].  

 

Ces deux approches vont donc dans le sens de la formation du peroxynitrite dans nos 

conditions. Cependant, des incohérences apparaissent d’un point de vue conservation de 

la matière. En effet, à pH 7,4 et pour 10 minutes de traitement au plasma He/1%N2, on 

détecte environ 590 ± 70 µM d’ions nitrites,  500 ± 150 µM de nitrates et 450 ± 10 µM de 

peroxyde d’hydrogène en moyenne. Quel que soit le pH du PBS { l’état initial, nous 

devrions retrouver des proportions similaires de RONS en solution suite au traitement 

par plasma. Or lors de l’expérience dans le PBS à pH 12, les nitrites sont concentrés à 

hauteur de 540 ± 100 µM ce qui correspond aux valeurs mesurées à pH 7,4, mais on ne 

mesure pas de nitrates et la quantité de HO2- est de 200 ± 50 µM seulement, soit environ 

2 fois plus faible qu’{ pH 7,4. Une explication possible est d’une part liée à une 

surestimation possible des concentrations en NO3- à pH 7,4. En effet, la précision sur la 

mesure des ions nitrates NO3- est assez basse compte tenu du très faible coefficient 

d’extinction molaire au maximum d’absorption { 300 nm et il est assez étonnant de 

détecter des concentrations de quelques centaines de µM pour le plasma He/1%O2 alors 

que nous avons montré que ce plasma produisait peu d’espèces excitées provenant de 

l’azote moléculaire. D’autre part concernant HO2-, la très bonne adéquation entre les 

spectres expérimentaux et théoriques (Figure 3.22 (a)) permet de valider les 

concentrations en HO2- mesurées lors de cette expérience. Elles ne sont donc peut-être 

pas directement comparables avec celles obtenues { pH 7,4 lors d’expériences 

antérieures et il est connu que la production du peroxyde d’hydrogène peut être 

sensible à de multiples facteurs aussi bien dans le plasma que dans le liquide (UV, 

température, réactions chimiques, pH etc... [235]). De plus, nous n’avons pas considéré 

ici les différentes réactions photochimiques qui pourraient avoir lieu sous l’effet des UV 

des plasmas. 
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Le peroxynitrite a donc été détecté et quantifié dans des solutions de PBS à pH 12 

à hauteur de quelques dizaines de µM. Il est également probablement formé 

transitoirement dans le PBS à pH physiologique, dans les échelles de temps évoquées 

plus haut compatibles avec ses effets biologiques et peut se décomposer en ions nitrite 

et nitrate comme nous l’avons observé dans nos expériences. Le protocole expérimental 

mis en œuvre a ainsi permis de caractériser une première espèce instable provenant de 

l’onde d’ionisation et dissoute en solution. 

 

3.4     Autres paramètres physico-chimiques : mesures de conductivité et du 

pH 

 

La génération d’espèces chimiques stables de l’azote et de l’oxygène dans le PBS 

suite à divers traitements plasma peut être accompagnée d’autres changements physico-

chimiques dans la solution. Les ions détectés (NO2- et NO3-) sont en effet susceptibles de 

participer à la conductivité de la solution, pour la faire augmenter. Ceci a déjà été 

rapporté après traitement de solutions d’eau ultra pure [246], ou dans d’autres solutions 

type solution saline [126]. Par ailleurs, des variations de pH sont aussi couramment 

observées dans les liquides traités par plasmas froids, que ce soit un milieu liquide 

physiologique ou autre. Plus généralement, une acidification du milieu est observée [38], 

[126], [179], [247]. Dans certaines conditions, mais ceci est plus rare, une basification du 

liquide est observée, comme c’est le cas dans l’étude de Maheux et al. Il s’agit l{ d’un 

réacteur DBD opérant sous atmosphère d’azote en surpression [37].  

Afin de vérifier ces points, des mesures de conductivité ont été réalisées en 

suivant le protocole décrit à la section 2.4.1.2.2. Ayant connaissance du phénomène 

d’évaporation, il est nécessaire de déterminer quelle est la contribution réelle du plasma, 

indépendamment de ce phénomène. Nous avons donc aussi mesuré la variation de 

conductivité après avoir ajusté le volume de PBS après traitement, avec de l’eau ultra-

pure. Les résultats sont présentés à la Figure 3.23 (a). 
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Figure 3.23 : a) Variations de la conductivité du PBS après traitement par les plasmas He, 
He/1%N2, He/1%O2 en fonction de la durée du traitement et lorsque le volume est ajusté ; b) 
Variations de la conductivité en fonction du volume restant. 

 

Les données montrent que la conductivité du PBS augmente suite au traitement plasma. 

Cette variation est de l’ordre de 3,5         pour 10 minutes de traitement aux 

plasmas He et He/1%N2. Elle est plus faible pour le plasma He/1%O2 (~ 2        ). 

Ceci suggère une accumulation d’ions générés par le plasma dans le PBS. Cependant, 

lorsque le volume est ajusté, la conductivité ne varie plus par rapport à sa valeur initiale, 

quel que soit le plasma. Ceci semble indiquer que l’évaporation est seule responsable de 

l’augmentation de la conductivité. Le tracé de la variation de conductivité en fonction du 

volume restant après traitement valide cette hypothèse, car il existe une relation linéaire 

entre ces deux données (Figure 3.23 (b)). Cela montre également que les concentrations 
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des ions générées dans le PBS sont insuffisantes pour faire augmenter significativement 

la conductivité. Les ions contenus dans le PBS (notamment 137 mM de NaCl) sont en 

effet en très large excès devant les ions générés dans le plasma, qui cumulés atteignent 

une concentration inférieure à 2 mM.  

Enfin, la conductivité de la solution après traitement plasma ne pourra pas être 

utilisée comme indicateur de la génération d’ions dans la solution mais elle permet de 

mettre de nouveau en évidence le processus d’évaporation. Par ailleurs, c’est un 

paramètre qu’il est nécessaire de considérer pour des applications biomédicales 

notamment dans le traitement de plaies pour la réparation tissulaire [159], [248], [249], 

car une augmentation de la conductivité pourrait avoir des conséquences sur les 

membranes cellulaires, qui sont sensibles à des changements osmotiques [250]. Par 

ailleurs, ce phénomène d’évaporation pourrait affecter les effets locaux des plasmas. En 

effet, nous avons évoqué au Chapitre 1 l’importance de la cathode pour la propagation 

des streamers. Ici, la cathode est constituée par  le liquide à traiter. Or il a récemment été 

démontré par Darny et al., que la conductivité de la cible influençait fortement l’onde 

d’ionisation, notamment la connexion électrique entre l’anode (électrode HV) et la cible, 

ainsi que sa réactivité chimique [251]. Ce phénomène d’évaporation, induisant des 

changements de la conductivité de la cible devrait donc être pris en compte pour la 

compréhension des processus biologiques. 

 

Des mesures de pH ont également été effectuées dans le PBS après les divers 

traitements plasmas. Les résultats sont présentés Figure 3.24 ci-après.  
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Figure 3.24 : a) Variations de pH dans le PBS (10 mM, pH initial 7,4) après traitement par les 
plasmas He, He/1%N2, He/1%O2 en fonction de la durée du traitement ; b) Variations de pH dans 
le PBS (10 mM, pH initial 7,4) après exposition aux gaz He, He/1%N2, He/1%O2 en fonction de la 
durée du traitement.; c) Variations de pH dans le PBS (10 mM, pH initial 7,4) après ajustement du 
volume à 2 mL avec de l’eau ultra-pure suite au traitement par les plasmas He, He/1%N2, 1%O2 . 
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Dans nos conditions, on observe une acidification du PBS après traitement par les 

plasmas He et He/1%N2, plus importante pour ce dernier. Pour 10 minutes de 

traitement, la variation de pH est d’environ – 0,12 unités pH pour le plasma He contre  

– 0,20 unités pH pour le plasma He/1%N2. Pour le plasma He/1%O2, le pH du PBS reste 

proche du pH initial. Un contrôle supplémentaire consiste à exposer du PBS aux divers 

gaz sans allumer le plasma (Figure 3.24 (b)). Une légère acidification a lieu, de l’ordre de 

 – 0,04 unités pH pour chaque mélange de gaz. C’est bien inférieur aux variations 

observées après les traitements plasma mais il y a malgré tout un effet par rapport au 

pH contrôle. Cette très légère acidification peut provenir de la dissolution du CO2 de l’air 

dans le PBS facilitée par le flux de gaz (débit identique pour chaque mélange), qui réagit 

avec l’eau pour former l’acide carbonique      , lequel peut ensuite être déprotoné par 

la base     
   du PBS suivant l’équation 3.19 suivante : 

 

          
       

        
  

 

Cette réaction a pour effet de modifier le rapport       
        

   . Or le pH s’exprime 

selon l’équation 3.20 suivante : 

 

             
      

              
          

     

 

Cette augmentation du ratio précédent a donc pour effet de diminuer le pH du tampon 

phosphate. Afin de vérifier que l’effet d’évaporation n’a pas d’influence sur le pH, le 

volume a été ajusté à 2 mL après traitement et la mesure du pH de nouveau effectuée 

(Figure 3.24 (c)). Les résultats montrent qu’il y a une réelle acidification du PBS suite 

aux traitements par les plasmas He et He/1%N2. Une légère différence est cependant 

observée pour les points {5 minutes-plasma He} et {10 minutes-plasma He/1%N2} par 

rapport au pH dans le volume non ajusté. De même pour le plasma He/1%O2, le pH a 

légèrement diminué après ajout de l’eau ultra pure. Or le pH n’est pas censé varier par 

dilution, donc il existe une erreur sur la mesure. Cependant, la tendance générale est la 

même, il y a bien un effet d’acidification qui n’est pas dû au phénomène d’évaporation. 

Ces mesures prouvent qu’il y a une accumulation d’espèces chimiques acides, dans le 

PBS suite { l’application des plasmas. Par ailleurs, la capacité tampon du PBS est 

préservée car la variation de pH maximale n’excède pas 1 unité pH.  

D’après Smith et al., les acides HNO2, HNO3 et ONOOH provenant de la phase gaz seraient 

responsables de l’acidification du milieu liquide [172]. La présence des ions NO2-, NO3- et 

ONOO- peut donc être directement corrélée avec la variation de pH observée. 

Effectivement, l’acidité la plus forte est obtenue avec le plasma He1/%N2, qui est aussi 

celui qui génère le plus d’ions nitrites NO2- en solution, de même que le plasma He/1%O2 

génère peu de nitrites et le pH ne varie quasiment pas après traitement. L’acide nitreux 

HNO2 est un acide faible              
        [208]) qui réagit quantitativement 

avec la base du tampon      
             

      
        ) selon l’équation 3.21 

suivante : 

 

(3.19) 

(3.20) 
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La constante d’équilibre de cette réaction est            , elle est donc totale dans le 

PBS, bien que l’acide nitreux soit une acide faible dans l’eau. De la même façon, la 

présence d’ions nitrates dans le PBS pourrait être attribuée { l’existence antérieure de 

l’acide nitrique HNO3              
        ), un acide fort qui se dissocie 

totalement dans le PBS pour former les ions nitrates    
   et   . Ces protons réagissent 

ensuite avec les ions     
   pour former l’acide      

  (          ). Par conséquent, 

le ratio       
        

    va augmenter dans les deux cas (pour les nitrites et les 

nitrates) et le pH va diminuer. Un raisonnement identique peut être employé concernant 

l’acide faible peroxynitrite ONOOH                
       [229], [252]). On peut 

noter également que la présence de H2O2              
       ) n’a aucune 

conséquence sur le pH, car sa réaction avec la base du tampon n’est pas quantitative 

(           .  

 

 

3.5     Conclusions 

 

Nous avons étudié les effets physico-chimiques induits dans un liquide 

physiologique d’importance, le tampon phosphate salin (PBS) exposé à des ondes 

d’ionisation produites { pression atmosphérique et température ambiante. Pour cela, 

nous avons fait varier la composition initiale du gaz permettant d’initier la décharge en 

ajoutant volontairement un faible pourcentage d’azote ou d’oxygène au gaz de travail. La 

phase liquide a été caractérisée en utilisant deux techniques complémentaires, la 

spectroscopie d’absorption UV-visible et l’électrochimie couplées { des techniques plus 

classiques en chimie analytique (mesures de conductivité et pH). Des analyses de 

spectroscopie d’émission optique nous ont permis d’appréhender les liens existants 

entre la phase gaz et le liquide.  

Nous avons observé un phénomène d’évaporation des solutions exposées aux 

divers mélanges de gaz, amplifié lorsque le plasma est allumé. Ce phénomène pourrait a 

priori être lié à un effet de hausse de la température, mais les mesures OES ont montré 

que les températures rotationnelles du radical HO° et du N2 (SPS) étaient proches de la 

température ambiante (316 et 314 K respectivement). La température rotationnelle de 

ces molécules sondes donne une approximation de la température moyenne du plasma, 

ce qui écarterait donc que l’évaporation soit due { une élévation de la température. Ce 

phénomène serait plutôt lié { un couplage entre l’onde d’ionisation et l’hydrodynamique 

du flux de gaz et doit être pris en compte pour les applications biomédicales car il 

modifie localement la concentration des espèces chimiques présentes en solution, 

autrement dit sa conductivité et sa force ionique.  

Des espèces stables de l’azote et de l’oxygène ont été détectées et quantifiées 

dans le PBS (pH initial 7,4) traité par les différents plasmas et le ratio de ces espèces 

varie en fonction de la composition initiale du gaz. Il s’agit des ions nitrite NO2-, nitrate 

(3.21) 
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NO3- et du peroxyde d’hydrogène H2O2, mesurés à hauteur de quelques centaines de 

micromolaires pour 10 minutes de traitement (voir Table 3.3 ci-après). Leur production 

dans le PBS est reliée aux espèces chimiques excitées détectées dans la phase gaz, dont 

les proportions varient également en fonction de la composition initiale du gaz. Par 

ailleurs, la présence de nitrites et nitrates est associée à une acidification du PBS via la 

présence antérieure probable des acides nitrique et nitreux (HNO2 et HNO3 

respectivement), provenant certainement de la phase plasma.  

Par ailleurs, la spectroscopie d’absorption UV-visible nous a permis de détecter et 

quantifier une espèce labile et réactive, l’anion peroxynitrite (~ 50 µM pour 10 minutes 

de traitement), stabilisé pour quelques heures dans du PBS à pH 12 exposé au plasma 

He/1%N2. De plus, nous avons montré que l’ion hypochlorite n’est pas formé dans nos 

solutions de PBS et d’eau (pH 12) exposées à ce plasma, contrairement à une étude 

suggérant son existence en solution [170]. La présence du peroxynitrite est quant à elle 

corrélée { l’observation de ses précurseurs, l’oxyde nitrique NO° et dérivés de la 

molécule d’oxygène, dans le plasma He/1%N2.  

 

Cette étude soulève finalement la problématique des interfaces, notamment plasma-air, 

plasma-liquide et air-liquide :  

 Les échanges entre l’onde d’ionisation et l’air ambiant ne sont en effet pas 

contrôlés et sont dépendants de variations « climatiques » pouvant se produire 

dans la salle d’expérience, conduisant { des problèmes de reproductibilité. Dans 

la même idée, l’interaction entre l’air ambiant et le liquide n’est pas contrôlée et 

nous avons vu que cela pouvait conduire à la dissolution du CO2, avec toutes les 

conséquences qui en découlent (sur le pH, la réactivité avec les RONS 

notamment).  

 Par ailleurs, nous avons vu que le plasma induisait un phénomène d’évaporation 

de la solution au cours du temps de traitement. Or un tel phénomène peut avoir 

un effet rétroactif sur l’onde d’ionisation d’un point de vue chimique, car la 

vapeur d’eau est directement évacuée aux abords du plasma et peut être 

dissociée par impact électronique (voir Table 1.6 au chapitre 1). Comme expliqué 

au chapitre 1 section 1.5.2.4, la présence de vapeur d’eau dans l’onde d’ionisation 

favorise la formation du radical hydroxyle HO°, un puissant oxydant [30], [90], 

[94] lui-même { l’origine de la formation du peroxyde d’hydrogène H2O2 que l’on 

retrouve dans le liquide après traitement. Par ailleurs, nous avons mis en 

évidence que ce phénomène d’évaporation était { l’origine d’une modification de 

la conductivité de la solution. Cette problématique a été étudiée par Riès et al., 

qui ont par exemple montré par des mesures de LIF que la conductivité de la 

cible favorisait la production du radical HO° dans le plasma [34]. Plus récemment, 

Darny et al., ont analysé la modification de la décharge induite par la présence ou 

non d’une cible conductrice [251]. Pour envisager le traitement de tissus 

biologiques par ces ondes d’ionisation, il est donc nécessaire de déterminer par 

exemple si oui ou non l’onde d’ionisation doit toucher l’échantillon, car cela va 
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influencer la production d’espèces chimiques réactives dans la couche de liquide 

située au-dessus du tissu exposé [253]. 

 

Pour résumer, voici un tableau récapitulatif (non exhaustif) des différents résultats 

obtenus lors de cette étude (Table 3.3) : 

 
Table 3.3 : Récapitulatif de quelques données physico-chimiques obtenues dans le PBS (10 mM, pH 
7,4) pour 10 minutes d’exposition aux plasmas He, He1/%N2, He/1%O2 (débit 2 slm), avec le 
réacteur non environné. La distance séparant le tube en quartz et le liquide est de 15 mm. Les 
valeurs maximales sont soulignées en jaune.  

 
 

 

Afin d’apporter des solutions aux diverses problématiques évoquées précédemment, 

nous avons fait évoluer notre système vers un réacteur dit « environné », pour essayer 

de maîtriser les interactions plasma-air et air-liquide d’une part et de mieux 

comprendre les interactions plasma-liquide en corrélant plus précisément les chimies 

dans la phase plasma et dans la phase liquide.  
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Chapitre 4 : Importance de l’environnement 

extérieur au plasma 

4.1     Etat de l’art : interfaces plasma-air et plasma-liquide 

 

Nous avons évoqué au précédent chapitre l’importance du contrôle de 

l’environnement gazeux du plasma. Dans les expériences que nous avons réalisées, 

l’onde d’ionisation se propage dans l’air ambiant sur quelques centimètres avant 

d’atteindre la cible { traiter, constituée par une phase liquide (PBS). Les molécules 

d’azote, d’oxygène et d’eau à cette interface sont inévitablement transportées dans 

l’effluent gazeux et sont susceptibles de réagir avec les particules générées dans le 

plasma, produisant une multitude d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote (RONS) 

[211]. Or les réponses des systèmes biologiques exposés à ces décharges plasma 

dépendent fortement de la concentration de ces espèces. Il est donc primordial que ces 

interactions plasma-air soient contrôlées pour obtenir des résultats reproductibles et 

c’est une condition nécessaire pour des applications dans le domaine biomédical. Par 

ailleurs, nous avons mis en évidence un phénomène d’évaporation au cours du 

traitement plasma de la phase liquide. Bien que ce phénomène soit localisé { l’interface 

plasma-liquide, il est très probable qu’il influence la composition chimique locale de 

l’onde d’ionisation, comme nous l’avons expliqué précédemment. 

Nous avons donc modifié notre dispositif expérimental initial afin de limiter et 

contrôler l’interface plasma-air. Le principe que nous avons mis en place a fait l’objet 

d’études récentes [73], [74], [211], [254], [255]. Il consiste à faire circuler un gaz de 

composition en O2/N2 variable et contrôlée par l’expérimentateur, autour de l’onde 

d’ionisation avant son interaction avec la cible à traiter. Nous distinguerons deux gaz : le 

gaz dit « de travail », nécessaire pour initier la décharge et le gaz dit 

« d’environnement », propulsé autour de l’onde d’ionisation. 

L’exemple de dispositif expérimental donné ci-dessous a été mis en place par Ito 

et al., (2017). Le gaz de travail et le gaz d’environnement sont constitués d’hélium 

mélangé { de l’oxygène et de l’azote { débits variables. La tension appliquée est de type 

pulsée et l’amplitude des créneaux est de 8 kV (Figure 4.1).   
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Figure 4.1 : (a) Schéma d’un dispositif expérimental d’un plasma froid basse fréquence environné ; 
(b) Photographies de différents plasmas froids en fonction des mélanges O2/N2 constituant les gaz 
de travail et d’environnement. Issu de [254]. 
 

Le système commercial kinpen, qui a déjà été évoqué dans le chapitre précédent, est 

également un système faisant appel { un gaz d’environnement et il fait l’objet de 

nombreuses publications [47], [73], [74], [185], [255]. Dans cet article très récent 

(2017), le kinpen est utilisé pour traiter des kératinocytes (HaCaT) et le rôle de la 

composition du gaz d’environnement est analysé en regard des effets biologiques induits 

sur ces cellules (Figure 4.2) [255].  

 

 
Figure 4.2 : Schéma du kINPen traitant 5 mL de RPMI dans une boite de pétri (60 mm de diamètre) 
pendant 180 s, avant transfert du liquide traité sur les cellules. Les cellules HaCaT sont maintenues 
dans ce milieu pendant 3 heures. Le gaz d’environnement (shielding gas sur la figure) varie de 
100% O2 à 100% N2 et comprend 5 mélanges différents. 
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Dans ces différents systèmes, l’influence de l’environnement du plasma est donc 

contrôlée par l’ajout d’un gaz autour de l’onde d’ionisation, dont la composition en 

O2/N2 varie généralement de 100% O2 à 100% N2.  Dans ce travail, un dispositif similaire 

de contrôle de l’environnement a été réalisé. Nous avons analysé d’une part l’effet sur la 

composition chimique de l’onde d’ionisation par SEO et d’autre part la chimie produite 

dans la phase liquide et notamment le ratio ROS/RNS en fonction de l’environnement 

gazeux du plasma. Le dispositif expérimental permettant le contrôle de l’environnement 

est présenté ci-après (Figure 4.3).  

 

4.2     Réacteur environné : montage 

 

Le montage mis en place pour le contrôle de l’environnement est schématisé 

Figure 4.3.  

 

 
 
Figure 4.3 : Schéma du dispositif expérimental avec contrôle de l’environnement et outils de 
diagnostic, et photographie associée. 

 

Il est constitué du montage initial décrit au Chapitre 2 (réacteur non environné), auquel 

nous avons ajouté un tube en quartz de plus grandes dimensions que le tube déjà 

existant et muni de deux arrivées de gaz en vis-à-vis permettant de faire circuler des 
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mélanges d’oxygène et d’azote. La longueur du tube en quartz ainsi que les débits du gaz 

de travail et du gaz d’environnement ont été optimisés afin d’obtenir une onde 

d’ionisation diffuse, homogène et de longueur suffisante pour atteindre la cible. Le tube 

en quartz mesure donc 90 mm de long, 5,2 mm de diamètre interne et 8 mm de diamètre 

externe. Le débit du gaz d’environnement a été fixé { 30 sccm tant dis que le débit du gaz 

de travail (100 % He) a été fixé { 1,67 slm afin d’avoir un débit total de 1,7 slm. Le gaz 

d’environnement est contrôlé par des débitmètres (Mass Flow controllers, MKS). Par 

ailleurs, les paramètres électriques précédemment appliqués ont été conservés i.e. une 

tension pulsée de 7,5 kV d’amplitude, 10 kHz de fréquence et un rapport cyclique de 1 

%. Par comparaison avec les paramètres utilisés dans le précédent montage (chapitre 2 

et 3), nous pouvons constater qu’un plasma d’hélium initié avec un débit de 2 slm a 

toujours l’aspect d’un plasma guidé qui reste cloisonné dans le tube en quartz, tandis 

que le plasma obtenu, lorsque le débit est réduit à 1,7 slm, est diffus dans tout le tube et 

parvient à sortir dans l’air ambiant (Figure 4.4 (a)).  

 

 
Figure 4.4 : (a) Photographies d’ondes d’ionisation initiées dans l’hélium (100 %) pour un débit de 
2 slm et 1,7 slm. (b) Photographies des ondes d’ionisation obtenues pour chaque condition de gaz 
d’environnement (1,67 slm He + 30 sccm O2/N2 en proportions variables), pénétrant dans l’air 
ambiant. 
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Les mélanges O2/N2 suivants ont ainsi été réalisés : 

 
Table 4.1 : Mélanges O2/N2 réalisés pour le contrôle de l’environnement du plasma He (100 %). 

 

Débit des 
Mélanges O2/N2 (sccm) 

0/30 6/24 15/15 24/6 30/0 

Mélanges 
correspondant en % 

0/100 20/80 50/50 80/20 100/0 

 

Les photographies des ondes d’ionisation obtenues dans ces conditions sont 

présentées Figure 4.4 (b) ci-dessus. D’un point de vue macroscopique, les ondes 

d’ionisation présentent un aspect diffus et relativement homogène sur toute la longueur 

du tube en quartz et se propagent dans l’air ambiant sur quelques centimètres. Bien 

qu’assez peu visible sur les photographies (Figure 4.5), la couleur du plasma varie en 

fonction du gaz d’environnement, notamment le plasma « 100 % O2 » qui présente une 

couleur « verdâtre » et diffuse sur une distance plus courte que les autres. De plus, 

l’intensité de l’onde d’ionisation diminue avec l’ajout d’oxygène. Ce commentaire rejoint 

d’ailleurs l’observation faite avec le plasma He/1% O2 décrit dans l’introduction du 

chapitre 3. Nous verrons que ces différences de couleur sont dues à certaines molécules 

excitées générées dans l’onde d’ionisation (voir section 4.3).  

Ce phénomène de diffusion est relativement innovant et a donné matière à un 

dépôt de brevet dans notre laboratoire. De plus, cette étude sur le réacteur environné a 

fait l’objet de trois stages réalisés par deux étudiants de licence 3ème année (Natacha 

Dumont et Mathieu Perret) et un étudiant de master 1ère année, Guillaume Simon.   

Les effets de ces ondes d’ionisation ont ensuite été étudiés sur une phase liquide. 

L’objectif est de connaître l’influence de la composition du gaz d’environnement sur la 

chimie du plasma et celle produite dans le liquide. 

 

4.3     Analyse optique des ondes d’ionisation environnées en fonction de la 

composition du gaz d’environnement 

4.3.1     Détection d’espèces chimiques émissives 

 

Des mesures de SEO ont été réalisées sur deux positions, notées P1 et P2, le long 

de l’axe du tube d’environnement. Les divers mélanges O2/N2 présentés Table 4.1 ont 

été appliqués afin de connaître l’influence de la composition du gaz d’environnement sur 

la chimie de l’onde d’ionisation. De plus, puisque l’objectif est d’établir des liens étroits 

entre la phase gaz et la phase liquide, ces différents plasmas ont été mis au contact d’une 

phase liquide. Pour cela, des solutions de PBS (10 mM, pH 7,4, 2 mL) en plaque 6 puits 

(pour rester dans les mêmes conditions de traitement qu’au chapitre 3) ont été exposées 

au plasma. Enfin, un bouchon a été ajouté sur la plaque 6 puits pour limiter plus 

drastiquement l’interaction de l’onde d’ionisation avec l’air ambiant. Une ouverture a 

cependant été réalisée pour permettre l’évacuation du gaz. Le dispositif expérimental de 

mesures SEO est représenté Figue 4.5 ci-dessous.  
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Figure 4.5 : Dispositif expérimental pour l’analyse optique de l’onde 
d’ionisation. Deux positions sont sondées par la fibre optique (P1 et P2). Deux 
mL de PBS (pH 7,4) sont exposés au plasma durant les mesures de SEO ; Les 
distances caractéristiques indiquées sur le schéma sont les suivantes : a = 5 
mm ; b = 33 mm ; d = c = 5 mm ; e = 22 mm ; f = 2 mm ; Le schéma n’est pas { 
l’échelle. 

 

La position P1 est équivalente à la position de la fibre optique dans le cas du dispositif 

expérimental faisant l’objet des chapitres 2 et 3, c’est-à-dire qu’elle est placée { 5 mm de 

l’axe du plasma, et { 5 mm en deç{ du tube en quartz intérieur (a = c = 5 mm). La fibre 

est ensuite positionnée en P2, le plus bas possible le long du tube d’environnement avant 

d’être techniquement bloquée par le bouchon, afin de se rapprocher de l’interface avec 

la phase liquide.  

Afin de réaliser l’acquisition des spectres, un plasma d’hélium pur (1,7 slm 

d’hélium, sans gaz d’environnement) a tout d’abord été maintenu allumé pendant 15 

minutes dans l’air ambiant, correspondant à un temps de chauffe nécessaire pour 

atteindre un état stationnaire. Ensuite, le mélange de gaz d’environnement souhaité est 

envoyé dans le réacteur (1,67 slm He + mélange O2/N2) et ce nouveau plasma est 

maintenu 10 minutes avant de disposer la plaque contenant le PBS et le bouchon 

préalablement installé dans le puits sous le plasma tel qu’indiqué sur le schéma (Figure 

4.5). Les mesures de SEO ont été réalisées toujours selon le même ordre, en essayant de 

maintenir constant le temps s’écoulant entre chaque mesure, et ce pour chaque 

composition du gaz d’environnement. De plus, les paramètres caractéristiques tels que 

les ouvertures de fentes et le temps d’intégration d’un spectre ont été optimisés pour 

chaque espèce. Les mesures ont été réalisées en triplicats. 
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De manière générale, nous avons retrouvé les mêmes espèces émissives qu’avec 

le précédent dispositif (voir Table 3.1) mais nous avons mis en évidence la présence 

d’un ion positif de l’oxygène, le O2+ (FNS) (transition    g
      u) qui porte le nom 

d’ion dioxygényle [256]. Les spectres correspondant à quelques espèces chimiques 

d’intérêt sont représentés sur la Figure 4.6 ci-dessous pour certains mélanges O2/N2.  
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Figure 4.6 : Spectres SEO mesurés en position P1 pour différents gaz d’environnement : 100 % N2, 
20% O2 / 80 % N2 et 100% O2. (a) Second ordre du système NOγ sur la gamme [400-560 nm] et 
O2

+ à 558 nm ; (b) N2
+ (FNS)  à 391 nm; (c) Second ordre du HO° à 618 nm ; (d) O à 777 nm et 

seconde ordre du N2
+ (FNS)  à 782 nm. 

 

 La Figure 4.6 (a) représente le second ordre du système d’émission de l’oxyde 

nitrique NO°. Par ailleurs, un zoom sur la zone proche de 560 nm permet de mettre en 

évidence la bande d’émission caractéristique de l’ion O2+ centrée en 558 nm. Les Figures 
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4.6 (b) et (c) représentent le N2+ (FNS) à 391 nm et le second ordre du radical hydroxyle 

HO° à 618 nm. Enfin, l’intensité de l’oxygène atomique O représenté par un triplet 

caractéristique à 777 nm est visible sur la Figure 4.6 (d), ainsi que le second ordre du  

N2+ (FNS) à 782 nm. Les intensités correspondant aux maximums d’émission de chaque 

espèce détectée ont ainsi été relevées, normalisées et tracées en fonction de la 

composition du gaz d’environnement pour les deux positions de la fibre optique, P1 et P2. 

Pour une question de clarté de présentation, les résultats concernant les raies d’hélium 

sont présentés séparément des autres espèces (voir Figure 4.7 ci-dessous). 

 

 
Figure 4.7 : Evolution de l’intensité normalisée des raies d’hélium { 667 nm, 760 nm et 728 nm en 
fonction de la composition du gaz d’environnement (ratio O2/(O2+N2)). (a) Position P1 ; (a’) 
Position P2 ; L’intensité est normalisée par rapport { chaque espèce.  

 

Sur la Figure 4.7 (a), nous observons que le maximum d’intensité est obtenu pour 

100 % d’azote dans le gaz d’environnement pour chaque raie d’hélium. Cette intensité 
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diminue linéairement lorsque de l’oxygène est ajouté dans l’environnement et est deux 

fois plus faible lorsque le gaz d’environnement est composé { 100 % d’oxygène. Sur la 

Figure 4.7 (b), la tendance observée est différente par rapport au premier cas : 

l’intensité des raies d’hélium atteint un maximum pour la composition apparentée { 

celle de l’air (20 % O2/80 % N2). L’intensité est { nouveau minimale pour 100 % O2. Il y a 

donc un comportement différent selon la position le long de l’axe du tube 

d’environnement, probablement parce que l’on se rapproche de la sortie du tube et de la 

phase liquide. Il est donc possible que l’onde d’ionisation subisse un effet rétroactif { 

cause de la cible (ici, du liquide) et change de comportement en comparaison de la 

position P1. De plus, la composition du gaz d’environnement semble avoir une réelle 

influence sur la quantité d’atomes d’hélium excités générés dans l’onde d’ionisation.  

Voyons quel est le comportement des autres espèces excitées vis-à-vis de 

l’environnement gazeux (Figure 4.8 ci-dessous). 
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Figure 4.8 : Evolution de l’intensité normalisée de (a) et (a’) N2

+ (FNS) à 391 nm, N2 (SPS) à 337 nm, 
le second ordre du N2 (FPS) à 761 nm, le second ordre du NO° entre 400 et 560 nm ; (b) et (b’) Halpha 

à 656 nm, second ordre de HO° à 618 nm, O2
+ à 558 nm et O à 777 nm en fonction de la composition 

du gaz d’environnement (ratio O2/(O2+N2)). L’intensité est normalisée par rapport { chaque 
espèce. 

 

Les Figures 4.8 (a) et (a’) représentent les intensités normalisées de l’ion N2+, des N2 FPS 

et SPS et du système NO°γ détectées en positions P1 et P2. Pour 100% d’azote dans 

l’environnement, l’intensité de ces quatre espèces excitées est maximale. Lorsque le 

rapport O2/(O2+N2) augmente, l’intensité des UVs (système NO°γ) chute fortement (de 
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90 % environ) jusqu’à ne plus être détectés pour 100 % O2. Pour l’ion N2+, le N2 FPS et le 

N2 SPS, l’intensité décroit linéairement jusqu’{ 0 pour 100 % O2. Ces observations sont 

identiques en positions P1 et P2. Les Figures 4.8 (b) et (b’) représentent les intensités 

normalisées du Halpha et des espèces dérivées de l’oxygène (HO°, O2+ et O). En position P1, 

les intensités de Halpha et HO° sont maximales pour 100 %N2, puis diminuent jusqu’{ 

atteindre un plateau { partir d’un rapport O2/(O2+N2) égal à 50 %. Pour l’ion O2+, 

l’intensité est minimale pour 100%N2 et 20% O2/80% N2 puis augmente pour atteindre 

son maximum pour 100 % O2. Enfin pour l’oxygène atomique, l’intensité augmente quasi 

linéairement avec le rapport O2/(O2+N2). En position P2, la décroissance de l’intensité du 

HO° est de forme exponentielle, tout comme celle du Halpha { partir de 20 % d’oxygène. 

En revanche, l’ion O2+, n’est détecté qu’{ partir d’un rapport O2/(O2+N2) de 50 % et 

l’intensité est quasi constante pour 50, 80 et 100 % d’oxygène. Quant { l’oxygène 

atomique O, l’augmentation n’est pas linéaire mais suit plutôt une loi en (1-    . Pour 

résumer, nous pouvons donc dire que : 

 L’intensité de toutes les espèces analysées dépend de la composition du gaz 

d’environnement. 

 Pour les espèces excitées dérivant de l’azote, les tendances sont identiques pour 

les positions P1 et P2. Leur formation est favorisée lorsque le rapport O2/(O2+N2) 

est faible. 

 Pour les espèces excitées dérivant de l’oxygène, les tendances observées aux deux 

positions présentent des similitudes mais l’effet de la composition en O2/N2 est 

plus marqué pour la position P2, au plus proche de la phase liquide. La production 

de l’oxygène atomique O et de l’ion dioxygényle O2+ est favorisée lorsque le 

rapport O2/(O2+N2) est élevé. En revanche pour le radical hydroxyle, la tendance 

observée peut sembler contre intuitive. Cependant, rappelons le mécanisme de 

formation proposé section 3.2.1 du Chapitre 3. Nous avions vu que le radical 

hydroxyle HO° était principalement issu de la réaction d’un état métastable de 

l’azote moléculaire N2 (A3Σu+) avec l’eau selon les réactions suivantes : 

 

N2 (A3Σu+) + H2O → HO° + H° + N2 

 

Cet état métastable était obtenu lors de la transition de l’état N2 (B3π) vers l’état 

N2 (A3Σu+). Dans nos conditions, il est très probable que ce métastable soit 

présent et majoritaire pour la condition 100% N2 puisque nous venons de voir 

que le N2 (FPS) est majoritaire pour cette même condition (voir Figure 4.8 (a)). 

Ceci est une explication probable de la présence de HO° pour 100% d’azote dans 

le gaz d’environnement. 

 La condition 20% O2/80% N2 dans le gaz d’environnement semble cruciale car 

c’est pour cette condition qu’une évolution est observée. Notamment, les 

intensités de l’oxyde nitrique NO° et du radical hydroxyle suivent la même 

tendance, à savoir une diminution importante { partir de 20 % d’oxygène. En 

effet, nous avions vu { la section 3.2.1 du Chapitre 3 qu’un mécanisme possible de 

formation du NO° faisait intervenir le radical hydroxyle HO°, dont l’intensité 

(4.1) 
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chute fortement { partir de 20 % d’oxygène dans l’environnement et c’est 

probablement aussi le cas des atomes d’azote. La formation du NO° est donc 

compromise dès lors que de l’oxygène est ajouté dans l’environnement. 

 

Revenons sur les couleurs des différents plasmas étudiés dans ce chapitre. Plus le gaz 

d’environnement est composé d’azote, plus la couleur est vive et violette : ceci est dû à la 

désexcitation des états radiatifs du N2+ (FNS) principalement [8]. Or les mesures de SEO 

montrent que l’intensité de cet ion décroit linéairement avec le rapport O2/(O2+N2), ce 

qui est en adéquation avec les différences de couleur observées.  

 

4.3.2     Evaluation de la température rotationnelle de quelques molécules sondes 

 

A partir des mesures de SEO précédentes, les températures rotationnelles des 

molécules sondes           
  u     g  à 337,13 nm,   

          u
     g

   à 391,44 

nm et              i  à 618 nm ont été évaluées selon la méthode décrite au 

précédent chapitre (section 2.2.2.2) pour chaque condition de gaz d’environnement et 

aux deux positions P1 et P2. Les résultats sont rassemblés ci-dessous (Figure 4.9).  
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Figure 4.9 : Evolution de la température rotationnelle des molécules sondes           

          

à 337,13 nm,    
           

      
   à 391,44 nm et                 à 618 nm en fonction du 

rapport O2/(O2+N2). (a) Position P1 ; (b) Position P2. 

Nous constatons d’ores et déj{ que la tendance est la même pour le N2 (SPS) 

quelle que soit la position de la fibre optique. Pour l’ion N2+ (FNS), la tendance à 

l’augmentation se vérifie dans les deux positions mais il y a un ΔTrot de +50 K en position 

P2. Enfin, il y a une légère différence entre les deux positions pour HO° : à partir de 50 % 

N2 dans l’environnement, un plateau est atteint en P1 tandis que la température continue 

de diminuer en P2. La température rotationnelle de l’ion N2+ (FNS) en position P1 varie 

en fonction de la composition du gaz d’environnement. Nous pouvons observer une 

augmentation linéaire, de 350 K pour 100% N2 à 400 K pour 80% O2. Le dernier point (à 

100% O2) est aberrant car la bande d’émission du N2+ (FNS) est très faible et mal définie 

pour cette condition car lorsque le taux d’oxygène augmente la résolution diminue, ce 

qui fausse le calcul de Trot, et a donc été retiré de la figure. En P2, la température varie de 

400 à 450 K. Pour le N2 (SPS) la température rotationnelle varie de 350 K pour 100% N2 

à environ 325 K pour 100% O2 que l’on soit en P1 ou en P2. La température du radical 

hydroxyle HO° suit ce même comportement en P1, mais en P2 Trot, HO° atteint 275 K pour 

100% O2. Globalement, ces températures sont proches de l’ambiante et ceci montre que 

ces plasmas sont compatibles avec des applications sur le vivant.  
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4.4     Effet d’évaporation avec le réacteur environné 

 

Un autre point nécessite de l’attention. Au chapitre précédent, nous avions mis en 

évidence un phénomène d’évaporation, susceptible de modifier la composition chimique 

de l’onde d’ionisation. Dans le cas présent, nous venons de montrer que la composition 

du gaz d’environnement modifie également les ratios entre ROS/RNS dans les différents 

plasmas. Afin de vérifier si ces variations ont un lien avec l’évaporation associée au 

traitement de liquide par plasma, nous avons quantifié ce phénomène en variant la 

composition du gaz d’environnement. Deux millilitres de PBS ont été traités selon le 

dispositif et protocole expérimental présentés précédemment (Figure 4.5). Les résultats 

sont présentés Figure 4.10. 

 
Figure 4.10 : Evolution du volume de PBS (pH 7,4, température 
ambiante) restant après 10 minutes de traitement plasma en fonction 
de la composition du gaz d’environnement (ratio O2/(O2+N2)). Volume 
initial : 2 mL. 

 

Nous pouvons observer que dans cette configuration, il existe également un phénomène 

d’évaporation avec une perte de volume d’environ 10 %, plus faible cependant qu’avec le 

précédent dispositif expérimental pour lequel la perte était de 20 % pour 10 minutes de 

traitement. Premièrement, le débit est plus faible (1,7 slm vs. 2 slm dans le dispositif 

précédent). Ensuite, le bouchon confine l’air présent juste au-dessus de la surface du 

liquide et maintient donc probablement un taux d’humidité constant. Enfin, nous avons 

constaté que la forme de l’onde d’ionisation, jusqu’alors assez linéaire, était « cassée » 

avant d’atteindre le liquide. En effet, nous avons constaté que le plasma diffusait dans 

l’interstice d’air entre la surface du liquide et le bouchon. Par comparaison, lorsque le 

bouchon est retiré le plasma se fixe sur le liquide en un point d’impact bien défini. Pour 

finir, la perte de volume ne dépend pas du rapport O2/(O2+N2), ce qui est probablement 

une conséquence de la présence du bouchon.  
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En conclusion, nous pouvons dire que les variations d’intensité d’émission 

optique des espèces excitées détectées dans les différents plasmas ne sont pas liées au 

phénomène d’évaporation.  

 

Nous venons de voir que la composition chimique de ces ondes d’ionisation est 

très dépendante du gaz d’environnement. De plus, nous avons mis en évidence que 

l’évaporation était constante quelles que soient les conditions. Il est { présent nécessaire 

d’étudier l’influence de la composition du gaz d’environnement sur la chimie produite en 

solution.  

 

4.5     Détection et quantification des RONS en phase liquide 

 

Du tampon PBS (2 mL, pH 7,4) a été exposé aux plasmas présentés précédemment 

pendant 10 minutes suivant le schéma de la Figure 4.5, avec contrôle de 

l’environnement afin d’analyser la production de RONS dans le liquide en fonction de la 

composition du gaz d’environnement. Le liquide a été prélevé aussitôt après traitement 

et analysé par spectroscopie d’absorption UV-visible et électrochimie selon les mêmes 

protocoles décrits au Chapitre 2 et Chapitre 3. L’objectif final est d’établir des liens entre 

les espèces chimiques présentes dans la phase liquide et au sein du plasma et de définir 

éventuellement des mécanismes de formation.  

  

4.5.1     Peroxyde d’hydrogène, nitrite et nitrate à pH 7,4 

 

La Figure 4.11 (a) ci-dessous représente les spectres d’absorption UV du PBS 

après traitement par plasma pour chaque composition de gaz d’environnement. Les 

voltamperogrammes réalisés dans les mêmes conditions sont représentés Figure 4.11 

(b).  
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Figure 4.11 : (a) Spectres d’absorption UV et (b) Voltamogrammes cycliques (20 mV.   ), mesurés 
dans 2 mL de PBS (pH 7,4) traités 10 minutes par plasma (gaz de travail 1,67 slm He) en fonction 
de la composition du gaz d’environnement (30 sccm), de 100% O2 à 100% N2. 

 

Les spectres d’absorption UV (soustraits de l’absorbance de base du PBS) présentent 

trois contributions : l’absorbance vers 260 nm correspond { H2O2 et les pics à 300 nm et 

354 nm correspondent aux ions nitrate NO3- et nitrite NO2-, respectivement. De manière 

générale, l’absorbance diminue avec l’ajout d’oxygène dans le gaz d’environnement sur 

toute la gamme de longueurs d’onde, mais le spectre correspondant à 100% N2 ne suit 
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pas cette tendance. La contribution de H2O2 semble plus importante dans ce cas. Cette 

observation se confirme sur les voltamogrammes cycliques, car le courant d’oxydation 

correspondant à H2O2 (à 400 mV) est plus grand pour 100% N2 (cycle en noir sur la 

Figure 4.11 (b)). A partir de ces données, nous avons calculé les concentrations de 

chacune des espèces détectées et elles ont été tracées en fonction du rapport O2/(O2+N2) 

dans le gaz d’environnement. Les résultats sont présentés Figure 4.12. 

 
Figure 4.12 : Variations des concentrations des ions NO2

-, NO3
- et de H2O2 

mesurées dans 2 mL de PBS (10 mM, pH 7,4) traités 10 minutes par plasma 
(gaz de travail 1,67 slm He) en fonction de la composition du gaz 
d’environnement (30 sccm), en fonction du rapport O2/(O2+N2). Les espèces 
NO2

- et H2O2 sont quantifiées par électrochimie et les ions NO3
- par 

spectroscopie d’absorption UV. 

 

Globalement, les concentrations obtenues pour 10 minutes de traitement sont de 

quelques centaines de µM pour toutes les espèces, ce qui reste du même ordre de 

grandeur que les concentrations mesurées avec le dispositif expérimental précédent 

etudié au Chapitre 3. Une tendance très claire se dégage pour les ions nitrite NO2-. En 

effet, un maximum de concentration est atteint pour la condition d’air (20% O2/80% 

N2), avec 620 ± 50 µM. D’autre part, les conditions 100% N2, 80% O2 et 100% O2 

génèrent une quantité similaire de nitrites (374 ± 70, 390 ± 70 et 360 ± 80 µM 

respectivement). Le peroxyde d’hydrogène H2O2 ne suit en revanche pas la même 

évolution : la concentration est maximale pour 100% N2 dans le gaz d’environnement 

avec 265 ± 40 µM. Pour les autres conditions, la concentration en H2O2 est globalement 

la même (< 200 µM). Quant aux ions nitrates NO3-, la tendance est similaire à celle du 

H2O2.  

En se basant sur l’hypothèse précédemment évoquée (voir Chapitre 3) que les 

ions nitrites sont associés à une variation du pH du PBS, nous avons mesuré la variation 
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de pH après les 10 minutes de traitement plasma, pour chaque composition de gaz 

d’environnement. A titre de comparaison, les concentrations en nitrite ont été tracées 

sur le même graphe (voir Figure 4.13 ci-dessous) : 

 
Figure 4.13 : Variation de pH mesurées dans 2 mL de PBS (10 mM, pH 7,4) traités 
10 minutes par plasma (gaz de travail 1,67 slm He) en fonction de la composition 
du gaz d’environnement (30 sccm), de 100% O2 à 100% N2. Comparaison avec la 
concentration en ions NO2

-. 

 

Dans ces nouvelles conditions avec contrôle de l’environnement, nous observons 

une acidification du PBS, jusqu’{ -0,20 unités pH pour la condition d’air qui représente 

un optimum. Pour 100% N2, 80% O2 et 100% O2, les variations sont similaires (-0,14 

unité pH environ). Compte tenu de la très bonne corrélation entre les concentrations en 

ions nitrite et les variations de pH (voir Figure 4.13), l’hypothèse formulée au Chapitre 3 

de la présence antérieure d’acide nitreux HNO2 conduisant à la formation des ions 

nitrites et participant au pH semble à nouveau privilégiée dans ces conditions. 

Essayons à présent d’interpréter et de relier l’ensemble de ces données 

concernant la phase liquide avec les résultats obtenus grâce à la spectroscopie 

d’émission optique, présentés précédemment. Nous venons de voir que la concentration 

en H2O2 est plus élevée pour la condition 100% N2. Or nous avions aussi observé que 

l’intensité due au radical HO° était la plus forte pour cette même condition. Si on se 

réfère au mécanisme de formation de H2O2 déjà évoqué au Chapitre 3 faisant intervenir 

le radical hydroxyle HO°, la tendance observée pour H2O2 semble logique [43], [90], [91]: 

 

                  

 

avec M un partenaire de collision. Par ailleurs, nous pouvons émettre une hypothèse 

quant { l’origine de la formation du peroxyde d’hydrogène (dans la phase gaz ou dans la 

phase liquide). En effet, s’il semble clair que le H2O2 présent en solution a pour origine le 

(4.2) 
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radical hydroxyle HO° existant dans l’onde d’ionisation, il apparaît probable qu’une 

certaine proportion de ce radical soit d’abord solvatée pour conduire ensuite au H2O2 en 

solution. Cette hypothèse peut être argumentée par le fait que le radical HO° a été 

mesuré à plusieurs reprises en solution par la technique de spectroscopie de résonance 

paramagnétique électronique (RPE) [185], [221]. Enfin, cette tendance a aussi été 

observée par Tresp et al., dans des conditions pourtant différentes (Figure 4.14 (a)) : le 

plasma (kinpen) est initié avec 3 slm d’argon, et le débit du gaz d’environnement est 

élevé, 5 slm. Ceci montre { nouveau que l’azote dans l’environnement de l’onde 

d’ionisation est essentiel pour la production du H2O2. Ceci peut paraitre contre-intuitif, 

mais logique au regard des mécanismes en phase plasma faisant intervenir des espèces 

métastables. 

 
Figure 4.14 : Concentration en H2O2 (a) et NO2

- (b) dans différents liquides traités 3 minutes par le 
kinpen (3 slm Ar + 5 slm d’un mélange O2/N2) en fonction de la composition du gaz 
d’environnement (issu de [74]). 
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Concernant les ions nitrites NO2-, la composition d’air semble être très efficace 

pour leur production en solution. Nous pourrions donc nous attendre à avoir un 

optimum de formation d’espèces excitées dans ce plasma, or si l’on regarde les données 

de SEO, on peut voir que ce n’est pas aussi clair que cela. Cependant, nous avions noté 

que l’ajout d’oxygène dans le gaz d’environnement induisait un effet fort sur la quantité 

d’espèces excitées présentes dans l’onde d’ionisation. Il est donc possible que pour cette 

composition bien précise (20% O2/80% N2), le ratio de ROS/RNS dans le plasma soit 

optimum pour la production de l’acide nitreux HNO2. Nous ne pouvons par ailleurs pas 

exclure qu’une part des ions nitrites détectés proviennent de la décomposition à pH 

physiologique du peroxynitrite ONOO-, lui-même formé par réaction du NO° avec l’anion 

superoxyde O2°- provenant du plasma. Cependant, à pH 7,4 le peroxynitrite se 

décompose majoritairement en ions nitrate NO3- donc cette voie de formation des 

nitrites est probablement minoritaire. D’autres réactions sources des nitrites ne sont pas 

à exclure. Nous pouvons également voir que nous obtenons des résultats similaires à 

ceux obtenus par Tresp et al., (Figure 4.14 (b)). Cependant en comparaison, nous 

obtenons dans nos conditions des concentrations relativement élevées pour 10 minutes 

de traitement (centaines de µM dans notre cas contre une dizaines de µM pour Tresp et 

al.,). 

Enfin, la tendance observée pour les ions nitrates NO3- diffère de celle des nitrites 

ce qui peut paraître surprenant et cela suggère un autre mécanisme de formation de 

l’acide nitrique HNO3. En effet, le mécanisme de formation proposé au chapitre 

précédent faisait intervenir les radicaux HO° et NO2°, qui sont vraisemblablement 

formés majoritairement pour 100% N2 dans l’environnement. D’autre part, la très bonne 

corrélation entre les ions nitrites et les variations de pH semblent montrer que c’est 

principalement l’acide nitreux HNO2 qui est { l’origine de l’acidification observée 

excluant toute autre source de protons H+. Finalement, on peut faire l’hypothèse que les 

ions nitrates sont déj{ présents { l’état d’ions dans l’onde d’ionisation, comme cela a été 

suggéré dans certaines études de modélisation [91], [170]. 

Ces résultats montrent que des espèces chimiques stables cinétiquement telles 

que H2O2, NO2- et NO3- sont produites dans le PBS suite à un traitement plasma et de 

manière dépendante { la composition du gaz d’environnement. Intéressons-nous à 

présent au peroxynitrite, dont nous supposons fortement l’existence dans ces nouvelles 

conditions. 

 

4.5.2     Quantification du peroxynitrite ONOO- à pH 12 

 

Pour détecter et quantifier le peroxynitrite ONOO- dans ces nouvelles conditions 

nous avons exposé, selon le même principe détaillé au Chapitre 3, 2 mL de tampon PBS à 

pH 12 aux plasmas de différents gaz d’environnement. Nous avons ensuite utilisé la 

spectroscopie d’absorption UV-visible pour analyser le liquide traité. Les spectres 

obtenus sont disponibles Figure 4.15 (a).  
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Figure 4.15 : (a) Spectres mesurés dans du PBS pH 12 traité 10 minutes par plasma (He, 1,67 slm) 
avec 30 sccm d’un gaz d’environnement dont la composition varie de 100% N2 à 100% O2 ; (b) 
Spectre correspondant à 20% O2 dans l’environnement                  . Les contributions 

individuelles hypothétiques de NO2
-, HO2

- et ONOO- ont été calculées à partir de la loi de Beer-
Lambert et l’absorbance théorique calculée      (somme des absorbances individuelles, pointillés 
gris) est tracée en comparaison avec     . 

 

Les spectres obtenus sont similaires à ceux que nous avions obtenus dans le cas du 

premier dispositif (Chapitre 3) sans contrôle de l’environnement. Un pic d’absorbance { 

350 nm révèle la présence de NO2-, tandis qu’un pic intense vers 300 nm est 

probablement dû au peroxynitrite. Enfin, on observe la contribution de HO2- (base 
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conjuguée de H2O2) à 260 nm, notamment pour la condition 100% N2 (en noir sur la 

Figure 4.15 (a)). De 20% à 100% O2, les contributions associées au peroxynitrite et aux 

ions nitrites diminuent progressivement. Ceci suggère d’ores et déj{ qu’il y aura des 

variations de concentrations pour l’ensemble de ces espèces. 

Nous avons réitéré la procédure de calcul pour déterminer les concentrations de 

chaque espèce que l’on suppose absorber dans le PBS (pH 12) traité par plasma. 

L’absorbance calculée, obtenue en faisant la somme de toutes les absorbances 

individuelles supposées, est tracée (en pointillés gris) et comparée avec l’absorbance 

expérimentale. Pour les raisons évoquées au Chapitre 3 section 3.3.2, les ions NO3- n’ont 

pas été comptabilisés dans la procédure de calcul. Un exemple est donné dans la Figure 

4.15 (b) ci-dessus. Nous constatons à nouveau une bonne corrélation entre les courbes 

expérimentales et calculées. Cependant, un léger    est { signaler ici, d’environ 0,014 ce 

qui reste acceptable (la limite de détection est de 0,005), ce qui peut vouloir dire que la 

concentration d’une des espèces comptabilisées dans le calcul a été surestimée. Les 

concentrations en ion peroxynitrite ont été calculées et tracées en fonction du rapport 

O2/(O2+N2) (Figure 4.16). 

 
Figure 4.16 : Concentrations en ion ONOO- mesurées par spectroscopie 
d’absorption UV dans du PBS (pH 12) traité 10 minutes par plasma 
(He, 1,67 slm) avec 30 sccm d’un mélange O2/N2 dans l’environnement. 

 

Notons dès à présent que les concentrations obtenues dans ces conditions sont deux fois 

plus faibles que celles obtenues avec le dispositif précédent, sans environnement. On 

mesure ici environ 25 µM au maximum, contre 50 µM obtenus avec le dispositif non 

environné. Cela étant dit, cette comparaison est purement qualitative dans la mesure où 

certains paramètres ont été modifiés (débit, distance à la cible, etc…). Ce qui est frappant 

sur cette courbe est la similitude très forte avec la tendance observée pour les ions 

nitrites, { savoir que la condition d’air (20% O2 / 80% N2) est optimale pour la 

production du peroxynitrite ONOO- (23 ± 4 µM). On retrouve également le fait que les 
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conditions 100% N2 et 100% O2 conduisent à des concentrations plus faibles et 

similaires (~ 10 µM). Ces résultats suggèrent que le peroxynitrite est un précurseur des 

ions nitrites, mais aussi qu’un autre mécanisme est nécessairement impliqué pour la 

formation de NO2- compte tenu du ratio de concentration [NO2-]/[ONOO-]qui est de 

l’ordre de 26, ce qui ramène à l’hypothèse de l’acide nitreux HNO2 précurseur de NO2-. La 

comparaison des concentrations en ions nitrite à pH 7,4 et 12 renforce cette idée, 

comme nous pouvons le voir sur la Figure 4.17 (a) ci-dessous. Nous observons que les 

concentrations sont quasiment identiques aux deux pH. Cela renforce l’hypothèse que le 

peroxynitrite n’est pas la source principale d’ions nitrites. 

La Figure 4.17 (b) représente les concentrations en H2O2 à pH 7,4 (mesurées par 

électrochimie) et { pH 12 (mesurées par spectroscopie d’absorption UV). La bonne 

adéquation de ces mesures montre d’une part que ces deux techniques de mesures sont 

parfaitement complémentaires. D’autre part, ces données valident à nouveau la méthode 

de calcul qui a été employée au Chapitre 3 section 3.3.2 pour déterminer la 

concentration du peroxynitrite. En effet la concentration en HO2- est calculée { l’étape 3, 

qui nécessite d’avoir obtenu préalablement les concentrations de NO2- et ONOO-.  
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Figure 4.17 : Comparaison des concentrations en ions nitrite NO2

- (a) et en peroxyde d’hydrogène 
H2O2 (b) obtenues à pH 7,4 et 12, suite à un traitement plasma de 2 mL de PBS pendant 10 minutes, 
en fonction de la composition du gaz d’environnement. Les ions NO2

- ont dans ce cas été mesurés 
par spectroscopie d’absorption UV pour les deux conditions de pH. Le H2O2 à pH 7,4 a été mesuré 
par électrochimie. 

 

Par ailleurs, les ions nitrate NO3- n’interviennent pas dans le calcul des concentrations à 

pH 12, comme c’était déj{ le cas au chapitre précédent. Cela pose { nouveau le problème 

de la conservation de la masse, car quel que soit le pH initial du PBS nous devrions 

obtenir des concentrations finales en ROS/RNS identiques.  
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4.6     Conclusions sur l’influence de l’environnement gazeux du plasma  

 

Nous avions souligné dans la première phase de ce travail l’importance du 

contrôle de l’environnement de l’onde d’ionisation afin d’une part d’avoir des résultats 

reproductibles et d’autre part parce qu’il est connu que sa réactivité chimique peut être 

fortement influencée par son environnement gazeux proche. Des modifications de notre 

dispositif expérimental initial ont donc été apportées pour améliorer notre système en 

ce sens. Pour cela, nous avons installé un dispositif permettant de faire circuler un gaz 

autour de l’onde d’ionisation de composition variable en O2/N2. Une série 

d’optimisations nous a permis de trouver les paramètres adéquats pour obtenir des 

ondes d’ionisation de type diffus pour chaque condition de gaz d’environnement, et 

ayant la capacité de se propager hors du tube d’environnement afin de traiter nos 

échantillons liquides. Ces ondes d’ionisation diffuses nous ont semblé intéressantes en 

comparaison des plasmas précédemment obtenus sans environnement qui induisaient 

une forte évaporation du milieu liquide, avec création d’un vortex important traduisant 

une force mécanique non négligeable, capable par exemple de décoller des cellules 

adhérentes en fond de plaques de culture. Ce type de plasma peut donc présenter un 

certain nombre d’inconvénients pour des applications sur des tissus vivants en raison de 

son caractère assez « agressif ». L’obtention de plasmas diffus sur une grande surface 

(quelques mm) peut donc représenter une alternative. De plus, une volonté forte existe 

pour établir des liens précis entre la chimie de la phase plasma et de la phase liquide et 

cette compréhension passe nécessairement par la comparaison d’effets divers induits 

par des modifications des paramètres plasma. 

 Une étude de ce nouveau système a montré que l’effet d’évaporation était 

moindre dans les conditions expérimentales choisies (perte de 10 % seulement contre 

20 % précédemment pour 10 minutes de traitement), mais surtout qu’il ne dépendait 

pas de la composition du gaz d’environnement. Or si l’on souhaite comparer les effets de 

plusieurs plasmas { l’égard de cellules ou tissus biologiques, il est souhaitable de limiter 

le nombre de paramètres variables.  

Une analyse optique de l’onde d’ionisation en fonction de la composition du gaz 

d’environnement a révélé une dépendance très forte entre la quantité d’espèces excitées 

et la composition du gaz d’environnement. Notamment, le gaz composé { 100 % d’azote 

s’est révélé optimal pour la production de certaines espèces excitées de l’azote telles que 

le N2+ (FNS), le N2 (FPS), le N2 (SPS), le NO° et des espèces excitées dérivant de l’oxygène 

telles que le radical HO°, ou le   . L’ajout d’oxygène a changé radicalement les choses, 

puisque nous avons vu que l’intensité d’émission des espèces azotées citées ci-dessus a 

chuté, tandis que les espèces dérivant de l’oxygène dominent. La condition 

20%O2/80%N2 est apparu comme une condition cruciale induisant des changements 

brusques dans la chimie de l’onde d’ionisation. Par ailleurs, nous avons analysé l’onde 

d’ionisation { deux positions différentes. L’une proche du tube en quartz initial 

(position1), l’autre le plus bas possible le long du tube d’environnement (position 2). Les 

tendances observées sont globalement les mêmes, bien que quelques variations soient 

plus nettes lorsque la fibre optique est en position 2. Pourtant à ce stade, il n’est pas 
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encore possible d’établir des liens « évidents » entre la phase gaz et la phase liquide, car 

les mesures de SEO sont effectuées assez loin du liquide (à quelques cm). 

Les effets sur la phase liquide (PBS) ont donc été analysés par spectroscopie 

d’absorption UV et par électrochimie pour rendre compte de l’influence de la 

composition du gaz d’environnement. L’analyse des espèces stables de l’oxygène et de 

l’azote telles que les ions NO2- et NO3- ou le peroxyde d’hydrogène H2O2 révèle que la 

condition de gaz d’environnement apparentée { l’air évoquée précédemment (20 % 

O2/80 % N2) est efficace pour la production des ions nitrite NO2-. En revanche, la 

concentration du H2O2 est plus importante pour 100 % N2, ce que nous avons corrélé 

avec la plus forte concentration du radical HO° au sein du plasma. Le cas des ions nitrate 

NO3- n’est en revanche pas encore clair et mériterait d’autres investigations. Par ailleurs, 

nous avons quantifié le peroxynitrite ONOO- en suivant la méthode mise en œuvre dans 

le précédent chapitre. Les mesures ont montré que tout comme les ions nitrites, le 

peroxynitrite est généré plus fortement pour la condition apparentée { l’air. Ceci permet 

de confirmer nos hypothèses de départ à savoir que le peroxynitrite est un précurseur 

des ions nitrites, mais en partie seulement. En effet, la majorité des ions nitrites détectés 

provient certainement de l’acide nitreux HNO2 produit dans le plasma et conduisant à 

une acidification du PBS, telle qu’elle a été mesurée. Les effets du gaz environnant le 

plasma ont donc été clairement démontrés et certains liens entre les espèces mesurées 

dans le gaz et dans le liquide commencent à apparaître.  

Les compositions 100% N2 et 20 % O2/80 % N2 sont donc les plus efficaces pour 

la production de RONS tels que H2O2, NO2- et ONOO- dans la phase liquide. 

 

Ces résultats sont résumés dans la Table 4.2 ci-dessous : 
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Table 4.2 : Récapitulatif de quelques données physico-chimiques obtenues dans le PBS (10 mM, pH 
7,4) pour 10 minutes d’exposition, avec le réacteur environné (1,67 slm He + 30 sccm de gaz 
d’environnement composé d’une mélange O2/N2). La distance entre le tube en quartz (servant à 
initier la décharge) et l’échantillon est de 62 mm. Les valeurs maximales sont soulignées en jaune. 

 
 

Finalement, il apparaît ici possible de moduler en fonction du « besoin » la 

production des RONS selon différents ratios en fonction de la composition du gaz 

d’environnement, ce qui pourrait être intéressant pour des applications biomédicales.   

Un avantage { souligner par rapport { d’autres systèmes de ce type déj{ étudiés 

par d’autres équipes, est que le débit du gaz d’environnement que nous avons utilisé est 

faible (30 sccm) contre en général plusieurs slm [73], [74], [254], [255]. Ceci est non 

négligeable en terme de coûts de ces études, et cela limite également le gaspillage de gaz 

rares tels que l’hélium, dont les stocks disponibles sur Terre s’épuisent.  

Enfin, un dernier point mérite d’être souligné. Nous avions évoqué au précédent 

chapitre l’existence d’une espèce absorbante vers 280 nm dans le PBS traité par les 

différents plasmas (He, He/1%N2 et He/1%O2), que nous n’avions pas identifiée. Cette 

espèce ne semble pas être présente dans les spectres UV obtenus à pH 7,4 dans le cas 

des plasmas environnés étudiés dans ce chapitre (voir Figure 4.18). Une comparaison 

des spectres (Aexp et Ath) obtenus pour chaque dispositif témoigne de cette différence. 

Nous pouvons constater que la différence Aexp-Ath est bien plus importante dans le cas 

des spectres obtenus avec le premier dispositif, sans contrôle de l’environnement 

(Figure 4.18 (a)) par rapport au dispositif plasma environné (Figure 4.18 (b)). 

Reprenons le cas de l’ancien dispositif pour 10 minutes de traitement (Figure 4.18 (a)). 

On remarque que l’absorbance résiduelle que nous avions extraite des spectres pourrait 

tout à fait correspondre au peroxyde d’hydrogène H2O2 (voir Figure 3.11 (b) au Chapitre 

3).  
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Figure 4.18 : Comparaison des spectres d’absorption UV Aexp et Ath obtenus dans du PBS traité 10 
minutes par  (a) le plasma He/1%N2 généré avec le précédent dispositif et (b) le plasma environné 
par 20%O2. 

 

Ceci voudrait dire que les mesures spectroscopiques sont faussées et que les 

concentrations en H2O2 ont été sous-estimées considérablement. En effet, la 

concentration en H2O2 nécessaire pour que le spectre théorique (Ath) se superpose au 

spectre expérimental (Aexp) est de l’ordre de 2 mM pour la condition He/1%N2. Pour la 

condition He pur, la concentration était double par rapport à la condition He/1%N2, 

donc nous aurions dû mesurer environ 4 mM et cela paraît très peu probable d’une part 

en terme de quantité et d’autre part parce qu’{ partir d’une concentration de l’ordre de 1 

mM, les voltamogrammes cycliques correspondant à H2O2 présentent une deuxième 

vague d’oxydation (débutant à 500 mV) [203], ce que nous n’avons pas observé dans nos 

conditions. Par ailleurs, dans le cas du réacteur environné, la bonne corrélation des 

concentrations en H2O2 obtenues à pH 7,4 par électrochimie et à pH 12 par 

spectroscopie d’absorption UV-visible indique que nous pouvons avoir confiance dans 
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les mesures électrochimiques (Figure 4.17 (b)). L’ensemble de ces données suggère { 

nouveau que l’interaction du plasma avec l’air ambiant conduit { la production d’une 

espèce en solution  autre que H2O2, NO3- et NO2- qui reste pour l’heure non identifiée. La 

littérature récente dans le domaine pose l’hypothèse de la formation de dérivés proches, 

tel que ONOO2- [257]. Cette espèce et sa spectroscopie en milieu tampon pH 7,4 ne sont 

pas reportées et devront être étudiées. 

 

Les différentes expériences que nous avons menées ont mis en évidence l’importance de 

l’environnement extérieur { l’onde d’ionisation. Notamment, la chimie { long terme 

générée dans la phase liquide est dépendante du ratio O2/N2 dans le gaz 

d’environnement. Nous avons montré que les espèces chimiques produites en solution 

(H2O2, NO3- et NO2-) étaient stables sur plusieurs heures après le traitement plasma, 

ainsi que le pH de la solution. De plus, ces espèces sont les produits finaux de réactions 

impliquant des espèces réactives à courte durée de vie. Afin de mieux appréhender les 

mécanismes chimiques se produisant en amont et conduisant à la formation des espèces 

stables citées plus haut, il est nécessaire de réaliser des mesures dans la phase liquide en 

temps réel, c’est-à-dire pendant le traitement plasma, pour réussir à détecter ces 

espèces fugaces qui ont déjà réagi lorsque l’on réalise les mesures post-traitement. Cet 

objectif fait l’objet du prochain et dernier chapitre de cette thèse. 
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Chapitre 5 : Mesures in situ en temps réel 

avec le réacteur environné 

 

Les différentes analyses chimiques réalisées jusqu’{ présent dans la phase liquide 

traitée par diverses ondes d’ionisation ont révélé la présence d’espèces chimiques 

dérivant de l’azote et de l’oxygène stables cinétiquement sur plusieurs heures après le 

traitement plasma, à savoir H2O2, NO2- et NO3-. Nous avons également mis en évidence la 

présence du très réactif  ion peroxynitrite ONOO-, produit et stabilisé dans du PBS à pH 

très basique (pH 12). Or il est connu que la production des espèces stables citées ci-

dessus a pour origine l’existence antérieure d’espèces réactives de l’oxygène et de 

l’azote (les RONS), présentes dans le plasma et/ou en phase liquide, comme le 

peroxynitrite par exemple, précurseur des ions nitrates et nitrites à pH physiologique. 

Les effets bactéricides des « plasma activated water » ne sont plus à démontrer, mais il 

apparaît assez clairement que les RONS, générés dans les premiers temps dans la phase 

liquide, sont { l’origine d’une majorité des effets observés sur des cellules en culture ou 

sur la peau. En effet, nous avons évoqué tout au long de ce travail le caractère labile et 

très réactif des RONS (par exemple ONOO-), et en particulier des radicaux libres (tels 

que NO°, HO°, O2°-, NO2°) vis-à-vis des cellules biologiques et de leur composants 

internes (noyau, mitochondrie etc…). Ainsi, il apparait très intéressant de parvenir à 

détecter ces espèces fugaces avant qu’elles ne réagissent entre elles pour former les 

espèces stables que nous avons détectées. Compte tenu de la courte durée de vie de ces 

espèces dépendant de divers paramètres physico-chimiques (pH, température etc…), 

leur détection et quantification constituent un vrai défi pour la communauté scientifique 

car elles combinent les difficultés cinétiques, de faibles flux ou quantités, de variété et 

multiplicité simultanées et leur localisation variable de production et d’action. Un 

certain nombre de techniques d’analyse ont été mises en œuvre pour les détecter 

comme par exemple des sondes fluorescentes, ou la technique de RPE (résonance 

paramagnétique électronique) qui permet de détecter les radicaux une fois piégés par 

des « spin traps ». L’inconvénient principal des techniques existantes réside dans le fait 

qu’il est nécessaire d’introduire dans l’échantillon d’autres molécules (piégeurs) qui en 

modifient sa composition, et en font donc des techniques de détection indirectes. Cela 

étant dit, elles permettent d’enrichir fortement les connaissances que nous avons de la 

chimie générée en solution suite à des traitements par plasmas froids à pression 

atmosphérique.  

Cependant dans le cadre de cette thèse et dans un contexte de traitement de 

tissus biologiques par plasmas froids, notamment la peau pour induire la régénération 

tissulaire, il est primordial d’avoir accès { ces RONS en temps réel, afin de mieux 

appréhender les effets biologiques et mécanismes induits dans les cellules et tissus 
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traités. Par exemple, nous avions expliqué au Chapitre 1, section 1.6, le rôle crucial joué 

par l’oxyde nitrique NO° ainsi que les ROS en général dans le processus de réparation 

tissulaire. Nous pourrions alors utiliser la RPE en tant que méthode de détection et 

quantification du NO°, car il existe un piégeur (le carboxy-PTIO) permettant d’y avoir 

accès.  Mais la technique de RPE serait difficile à mettre en place in situ pour des raisons 

techniques (portabilité de l’appareil de mesure, etc…). Par ailleurs, comme nous l’avons 

expliqué précédemment, nous souhaitons établir des liens précis entre la phase gaz (le 

plasma) et la phase liquide, et nous devons pour cela nous intéresser de près à 

l’interface plasma-liquide qui apparaît comme un élément clef pour la compréhension 

des phénomènes.  

Nous avons donc voulu mettre en place un système de mesures chimiques in situ 

en temps réel, mais cela implique un certain nombre de contraintes :  

 Tout d’abord et de façon logique, la technique choisie doit permettre la 

détection des espèces chimiques d’intérêt citées plus haut (NO°, O2°- etc…). 

 Il faut que la résolution temporelle de la technique d’analyse soit compatible 

avec les échelles de temps impliquées dans les processus chimiques d’intérêt, 

notamment la durée de vie des espèces chimiques. 

 Le système plasma utilisé dans ce travail n’est pas portable, ce qui veut dire 

que nous devons importer la technique d’analyse chimique vers notre 

réacteur à plasmas et non l’inverse. 

L’électrochimie telle que nous l’avons utilisée jusqu’{ présent s’est révélée être une 

possibilité. Nous expliquerons dans la suite, lors de la présentation du montage 

expérimental, quels ont été les enjeux, les contraintes techniques et ce que nous avons 

mis en place pour y remédier. Cette technique d’analyse a été couplée { des mesures de 

spectroscopie d’émission optique (SEO) au plus près de l’interface plasma-liquide dans 

la mesure du possible, afin de se rapprocher comme nous l’avons dit précédemment des 

phénomènes physico-chimiques que nous pensons être d’intérêt. D’autre part, nous 

avons souhaité conserver la configuration du plasma environné, car nous avons montré 

au précédent chapitre que l’environnement gazeux du plasma influençait fortement sa 

réactivité chimique dans l’onde d’ionisation et la chimie générée en solution liquide. 
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5.1     Montage expérimental pour l’électrochimie in situ en temps réel 

couplée { la spectroscopie d’émission optique 

 

La réalisation d’un montage de mesures électrochimiques in situ en temps réel couplé à 

des mesures de SEO a constitué un vrai défi et nous avons rencontré un certain nombre 

de difficultés qui vont être présentées par la suite. 

 

5.1.1     Optimisation du montage pour des mesures d’électrochimie et SEO in situ 

en temps réel 

 

L’électrochimie a donc été sélectionnée en tant que technique d’analyse de choix 

pour la détection et quantification in situ des RONS d’intérêt que nous avons évoqués 

plus haut. Cependant, des modifications techniques ont été nécessaires pour s’adapter 

aux conditions expérimentales de traitement de liquide par le réacteur environné tel que 

nous l’avons présenté au Chapitre 4. Les contraintes techniques pour la mise en place 

des mesures de SEO ont été plus facilement résolues. 

Dans l’optique de réaliser des mesures directement dans le PBS au cours du 

traitement plasma, la première étape a consisté à réduire la dimension du système de 

mesures électrochimiques à 3 électrodes, à savoir les électrodes de travail (en platine 

platiné), de référence, et la contre-électrode. D’autre part, compte-tenu de la tension 

nécessaire pour générer le plasma que nous avons voulu maintenir égale à 7,5 kV (les 

autres paramètres électriques restant eux aussi inchangés), en comparaison des 

courants et tensions impliqués en électrochimie (nA et centaine de mV), il a été 

nécessaire de blinder l’ensemble des électrodes (tresse de blindage recouverte d’une 

couche isolante autour de chaque corps d’électrode), pour ne pas subir l’influence du 

champ électromagnétique du plasma. Cette étape a nécessité beaucoup de travail pour 

trouver la meilleure configuration possible et obtenir finalement des signaux peu bruités 

et ayant un sens par rapport à ce que nous cherchions. Ensuite, il a fallu trouver la 

meilleure position possible des électrodes vis-à-vis du plasma et du liquide. Enfin, le 

contenant a lui aussi été modifié pour pouvoir réaliser les mesures d’électrochimie en 

même temps que les mesures de SEO.  

Initialement, nous avions souhaité réutiliser le dispositif de réacteur environné 

présenté au Chapitre 4 (plaque de culture 6 puits avec bouchon) pour être dans les 

mêmes conditions expérimentales (Figure 5.1 (a)). Le bouchon a été percé afin d’y 

positionner le système à 3 électrodes qui ont été insérées dans un capillaire en verre 

préalablement isolé électriquement (tube noir sur la photographie). Cependant, ce 

premier système a très vite présenté des limites, notamment parce qu’il n’était pas 

possible de réaliser des mesures de SEO proches du liquide à travers les parois de la 

plaque 6 puits. Cependant, des premiers essais de mesures électrochimiques in situ ont 

pu être effectués. Nous nous sommes donc ensuite orientés vers l’utilisation d’une cuve 

en quartz pour contenir le liquide traité et de diamètre interne identique à celui d’un 

puits de plaque de culture 6 puits dans un premier temps. Un nouveau bouchon, muni 
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d’une ouverture pour les mesures de SEO (et percé pour l’évacuation du gaz), a été 

fabriqué pour s’adapter parfaitement sur la cuve (Figure 5.1 (b), (c)). L’inconvénient 

majeur de ce système a été la formation de cristaux de PBS sur les parois internes de la 

cuve après 5 minutes de traitement plasma, précisément { l’endroit où la fibre optique 

était positionnée pour les mesures, les rendant de ce fait impossibles. Ceci est 

probablement dû au phénomène d’évaporation qui se produit au niveau de l’ouverture 

(pour la SEO) dans le bouchon (Figure 5.1 (d)). 

 

 
Figure 5.1 : Premiers montages réalisés pour coupler les mesures de SEO aux mesures 
d’électrochimie in situ en temps réel. (a) les mesures sont réalisées dans la plaque 6 puits avec le 
bouchon, qui contient un emplacement supplémentaire pour les électrodes d’électrochimie. Pas de 
mesures optiques possibles ; (b) Le puits a été remplacé par une cuve en quartz de diamètre 
intérieur équivalent permettant des mesures de SEO { 90° de l’axe du plasma. Un bouchon muni 
d’une ouverture a été réalisé afin de pratiquer la SEO { travers la cuve en quartz ; (c) Eléments de 
la photographie b) assemblés avec 2 mL de PBS dans la cuve ; (d) Formation de cristaux sur les 
parois de la cuve suite { l’exposition de PBS au plasma environné. NB : les trois électrodes (1 
électrode de travail, 1 électrode de référence et 1 contre-électrode) sont rassemblées dans un seul 
et même support. 

 

Il a été très difficile de réaliser des mesures d’électrochimie correctes avec ces 

deux systèmes, pour deux raisons : 

 La première est liée { l’influence du rayonnement électromagnétique du 

plasma sur les capteurs électrochimiques que nous n’avons pas réussi { 

protéger entièrement car notre système n’était pas suffisamment isolé 

électriquement (efficacité du blindage). 
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 La seconde concerne le système à trois électrodes. Nous avons dans un 

premier temps utilisé la voltamétrie cyclique pour réaliser les mesures sous 

plasma, et nous avons obtenu des signaux peu bruités et semblant 

s’apparenter { l’oxydation d’espèces chimiques connues. Sur la Figure 5.2 (a), 

nous pouvons observer la très faible influence du plasma sur les signaux 

lorsqu’il est allumé. Remarque : le plasma a été amorcé avec une tension de 

6 kV, qui a ensuite été augmentée progressivement jusqu’à 7,5 kV pour 

éviter d’exposer les électrodes à une tension très élevée dès le départ . 

Ensuite, un courant d’oxydation très important apparait vers 0,8 V lors du 

traitement plasma (on est alors passé à 7,5 kV). Ce courant correspond à 

l’oxydation des ions    , semblant indiquer un pH basique dans la solution 

(Figure 5.2 (b)). Lorsque la mesure est relancée 2 heures après le traitement 

plasma dans la solution préalablement agitée pour homogénéiser le tout, le 

voltamogramme indique en fait la présence de H2O2 et NO2- tandis que le 

courant d’oxydation { 0,9 V a totalement disparu (Figure 5.2 (c)).  Ceci nous a 

paru suspect et nous nous sommes rendu compte au cours des 

expérimentations menées que nous détections en réalité des espèces 

générées à la contre-électrode car dans cette configuration, les électrodes ont 

été rapprochées au maximum pour gagner de l’espace. Dans le cas présent, 

l’eau est en fait réduite à la contre électrode selon la réaction suivante (éq. 

5.1) : 

 

                  

 

Ce sont ces ions     qui peuvent être détectés par oxydation { l’électrode de 

travail (éq. 5.2) : 

 

                  

 

5.1 

5.2 
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Figure 5.2 : Mesures de voltamétrie cyclique in situ réalisées sous plasma He environné, dans la 
plaque 6 puits avec bouchon (voir Figure 5.1 (a)). Dans cette configuration, les trois électrodes 
sont assemblées dans un même support. 
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Le système a donc été entièrement repensé et notamment, la contre-électrode a été 

séparée des électrodes de travail et de référence pour éviter ces interférences. Le 

montage final qui a été utilisé pour réaliser nos mesures est présenté dans la section 

suivante. 

 

5.1.2     Evolution du montage expérimental 

 

Les différents éléments composant le montage finalement utilisé, présentés Figure 5.3, 

sont les suivants : 

 La cuve en quartz possède une fenêtre de lecture plane pour réaliser les mesures 

de SEO par la fibre optique positionnée à 4±1 mm du liquide en hauteur, 

(position P3). Sur le côté opposé à cette face, trois ouvertures ont été réalisées de 

biais à la surface de la paroi. Deux ouvertures servent d’emplacement aux 

supports des différentes électrodes, tandis que la troisième fait office de passage 

sécurisé pour, par exemple, prélever un échantillon de solution pendant le 

traitement plasma. Ce positionnement résulte de plusieurs expériences qui nous 

ont montré que lorsque les électrodes sont proches et parallèles au tube 

d’environnement contenant le plasma, les interférences avec les capteurs 

électrochimiques sont trop importantes. Les électrodes ont donc été éloignées du 

plasma tout en permettant de les plonger dans le liquide suffisamment proche du 

point d’impact pour limiter la distance de transport en solution entre les espèces 

potentiellement générées par le plasma et les électrodes. La cuve en quartz a été 

agrandie et possède un diamètre externe de 44 mm et un diamètre interne de 41 

mm et sa profondeur et de 40 mm.  

 Le volume de liquide traité a été augmenté à 6 mL (PBS, pH 7,4) pour avoir une 

couche de liquide suffisante afin que les électrodes soient bien immergées dans la 

solution. Par ailleurs, un système d’agitation magnétique a été mis en place lors 

des divers traitements plasma réalisés pour accélérer le transport par convection 

des espèces chimiques générées par le plasma au point d’impact dans la solution 

et également, pour assurer l’homogénéité de la solution compte-tenu de son 

volume et de sa répartition dans la cuve. Cette augmentation de volume présente 

toutefois l’inconvénient de diluer les concentrations des espèces produites en 

solution par le plasma, et il faudra donc exposer le liquide plus longtemps (i.e. 3 

fois plus longtemps) pour avoir des concentrations similaires à celles obtenus 

dans 2 mL.  

 Afin de réaliser plusieurs mesures en parallèle (par exemple de la voltamétrie 

cyclique sur une électrode et de la chronoampérométrie sur l’autre), nous 

sommes parvenus à installer et utiliser deux électrodes de travail en simultané, 

avec chacune une contre-électrode associée et une seule électrode de référence 

couplée aux deux électrodes de travail via le potentiostat. Concernant l’électrode 

de travail, nous avons utilisé une UME constituée d’un fil de platine de 25 µm 

scellée dans un fin capillaire en verre et le diamètre de l’ensemble est de l’ordre 
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du millimètre. Les deux électrodes de travail ont été fabriquées { l’identique et 

platinées avant chaque expérience selon la procédure décrite au Chapitre 2 

section 2.4.1.1.6. L’électrode de référence est constituée d’un fil d’argent 

recouvert de chlorure d’argent (Electrode Ag/AgCl) et la contre-électrode d’un fil 

de platine de diamètre de l’ordre de la centaine de µm. Pour protéger les 

électrodes du plasma, elles ont été disposées dans un support en verre que nous 

avons blindé et étanchéifié (voir support noir sur le schéma ou la photographie 

du montage). Le blindage (mis à la masse) est effectué depuis l’extrémité des 

électrodes situées dans la cuve jusqu’au potentiostat situé quelques mètres plus 

loin dans la pièce. 

 La cuve en quartz a été placée sur une plaque métallique connectée à la masse 

pour assurer un potentiel constant du porte substrat. 

 Le bouchon a été finalement retiré car sa présence modifiait la répartition du 

plasma et par conséquent celle du champ électrique dans l’interstice d’air situé 

au-dessus de la surface du liquide, rendant les mesures électrochimiques 

impossibles (une surcharge apparaît immédiatement lorsque le plasma est 

allumé). Nous avions déjà observé ce phénomène de diffusion du plasma dans le 

puits lors des mesures réalisées au chapitre précédent, mais cela n’avait pas 

d’influence sur nos mesures car elles sont réalisées post-traitement plasma. 

L’inconvénient majeur ici est que nous perdons le confinement induit par le 

bouchon et que l’on se retrouve en configuration de cuve ouverte, permettant { 

nouveau des échanges entre les interfaces air-plasma-solution. Cependant, cette 

étape a été décisive pour l’obtention de mesures électrochimiques in situ 

cohérentes. 

 Au niveau des paramètres électriques et fluidiques, ils ont été conservés. Pour 

rappel, ces paramètres sont les suivants : f = 10 kHz,  c    ,  cc         ; Débit 

1,67 slm He / 30 sccm      .  

Le principal inconvénient de ce montage est qu’en l’absence de bouchon faisant office de 

support, il est plus difficile de positionner les divers éléments exactement de la même 

façon lors de chaque manipulation. Ces variations de position feront donc partie de 

l’erreur expérimentale propre à ces expériences. 
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Figure 5.3 : (a) Montage expérimental vu de profil pour réaliser des mesures électrochimiques in 
situ couplées à des mesures de spectroscopie d’émission optique en P3. WE : « Working Electrode », 
électrode de travail ; REF : électrode de référence ; CE : Contre-Electrode Distances 
caractéristiques : a = 7±1 mm ; b = 20 mm; c = 4±1 mm ; d = 12±1 mm et f =~ 20 mm . (b) La cuve en 
quartz possède une face plate pour réaliser les mesures de SEO. Deux ouvertures sont réalisées 
dans les parois pour faire passer deux supports blindés contenant les électrodes (1 électrode de 
référence et 2 électrodes de travail dans l’un, 2 contre-électrodes dans l’autre). Une troisième 
ouverture permet d’effectuer des prélèvements ou injections. NB : les schémas ne sont pas à 
l’échelle. (c) Photographie d’une électrode de travail de 25 µm de diamètre. 
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Les photographies associées à ce montage sont présentées Figure 5.4 ci-dessous. 

 

 
Figure 5.4 : Photographies du montage pour les mesures de SEO et électrochimiques in situ en 
temps réel. La fibre optique est installée à gauche au niveau de la face plate de la cuve. On 
distingue à droite les deux supports des électrodes.  

 

Nous avons effectué quelques essais avant le blindage complet des électrodes jusqu’au 

potentiostat. Pour cela, nous avons exposé 6 mL de PBS au plasma environné par 

20%O2/80%N2 pendant 16 minutes car cette composition de gaz d’environnement est 

optimale pour la formation de diverses espèces. La formation d’espèces chimiques en 

solution est suivie par voltamétrie cyclique sur la gamme de potentiel [-0,2 ; 1 V] avec 

une seule électrode de travail. Quelques cycles sont d’abord effectués pour permettre à 

l’électrode de travail de se stabiliser, puis le plasma est allumé directement dans la 

solution. Les résultats sont disponibles Figure 5.5. Sur la Figure 5.5 (a), on observe un 

saut de courant (~2,6 nA) et un décalage en potentiel (~36 mV) lors de l’allumage du 

plasma. Ensuite, on observe que le courant augmente progressivement au cours du 

temps de traitement. On distingue dès les premiers cycles les vagues d’oxydation de 

H2O2 et NO2- (Figure 5.5 (b)). Passé la dizaine de minutes, les signaux commencent à se 

bruiter. Lorsque le plasma est stoppé, le décalage en courant est plus important qu’au 

départ, soit environ 6,2 nA. Le décalage en potentiel est en revanche plus difficile à 

évaluer (Figure 5.5 (c)). 
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Figure 5.5 : Mesures de voltamétrie cyclique in situ en temps réel réalisées dans 4 mL de PBS (pH 
7,4) sous exposition au plasma environné par 20%O2/80%N2. Ces mesures ont été réalisées dans 
la configuration décrite à la Figure 5.4 avant que le blindage du circuit ne soit amélioré. (a) le 
plasma est allumé directement à 7,5 kV ; (b) H2O2 et NO2

- apparaissent au cours du temps de 
traitement ; (c) Les signaux sont bruités avec le temps et il y a encore un décalage en courant et 
potentiel lorsque le plasma est arrêté.  
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D’autre part, nous avons effectué des mesures de SEO. La stabilité du plasma dans la 

solution nous a permis de réaliser ces analyses dans des conditions satisfaisantes de 

stabilité. Des spectres globaux ont d’abord été effectués avant de cibler certaines 

espèces émissives d’intérêt. 

 

Plusieurs remarques peuvent être faites suite à ces mesures préliminaires avant un 

meilleur blindage du montage : 

 Tout d’abord que des mesures électrochimiques cohérentes (c’est-à-dire 

ayant un sens par rapport à ce que nous cherchons et attendons) sont 

possibles in situ. L’influence du plasma sur les mesures a été grandement 

limitée par rapport aux expériences initiales. Seuls subsistent des décalages 

en courant et potentiel que l’on est capable d’évaluer et qui ne semblent pas 

altérer les signaux électrochimiques d’un point de vue qualitatif. 

 Les mesures de SEO sont également possibles, ce qui va nous permettre de 

combiner des mesures optiques du plasma et des mesures électrochimiques 

dans la solution. 

 Les signaux électrochimiques deviennent bruités au cours du temps (à partir 

de 10 minutes environ), ce qui conduit à des mesures en courant moins 

précises. 

 Enfin, ces analyses par voltamétrie cyclique dans le PBS montrent 

l’accumulation dès les premières minutes de traitement des espèces stables 

que nous avions mesurées jusqu’{ présent, { savoir H2O2 et NO2-. 

 

Nous avons par la suite amélioré le blindage du montage, et les différents résultats 

obtenus seront présentés dans la section 5.2. 

 

5.1.3     Protocole expérimental 

5.1.3.1     Mesures de spectroscopie d’émission optique 

 

Nous avons fait le choix de suivre cinétiquement quelques espèces émissives d’intérêt 

que nous sommes parvenus à détecter correctement dans les divers plasmas décrits 

précédemment : l’oxygène atomique O { 777 nm, le second ordre du radical hydroxyle 

HO° { 618 nm, l’ion N2+(FNS) à 391 nm et le premier ordre du premier système positif de 

l’azote N2(FPS) à 762 nm. En effet, le canal d’ionisation est assez fin au niveau du point 

d’impact (~ 1 mm), ce qui rend les mesures plus délicates. Par exemple, nous n’avons 

pas réussi à détecter le NO° dans ces conditions, mais les espèces citées plus haut ont au 

contraire été bien visibles. Ces suivis cinétiques ont été réalisés en simultané avec les 

mesures électrochimiques. Le temps d’acquisition a été adapté en fonction de l’espèce 

émissive concernée. L’acquisition du premier spectre a été déclenchée 1 minute après 

l’allumage du plasma afin qu’il soit suffisamment stabilisé dans la solution. Le suivi 

cinétique a ensuite été réalisé sur environ 30 minutes. Concernant le traitement des 

données, les spectres n’ont pas été calibrés car il s’agit ici d’un suivi très qualitatif pour 
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essayer de comprendre des tendances liées à des variations de concentrations. Les 

intensités maximales propres à chaque espèce ont donc été relevées et tracées en 

fonction du temps. 

 

5.1.3.2     Electrochimie in situ en temps réel 

 

Deux électrodes de travail ont pu être utilisées en parallèle. Elles ont été platinées 

(augmentation de la sensibilité et sélectivité pour les ROS/RNS) avant chaque 

expérience (voir Annexe 3). Il a fallu les manipuler avec précaution lors de leur insertion 

dans le support pour ne pas abimer le dépôt de noir de platine. Avant chaque mesure, 

des voltamogrammes cycliques ont été réalisés directement dans la cuve contenant le 

PBS afin de s’assurer d’une part que le courant de fond est identique pour les deux 

électrodes et d’autre part  pour vérifier que les dépôts étaient intacts (forme du 

voltamogramme, valeur de courants). 

Six millilitres de PBS 10 mM (pH 7,4 ou 12) ont ensuite été exposés à différentes 

ondes d’ionisation produites par le réacteur environné pendant au moins 30 minutes. 

Notons que seuls trois mélanges de gaz d’environnement ont été testés, à savoir ceux 

pour lesquels nous avions observé des optimums de concentrations d’espèces lors des 

expériences précédentes (Chapitre 4) : 100% N2, 20%O2/80%N2 et 100%O2. Par mesure 

de précaution, le plasma a toujours été allumé avec une tension de 5 kV et portée 

progressivement à 7,5 kV (étape réalisée en 20-30 secondes lors de chaque expérience), 

pour les mêmes raisons évoquées précédemment (section 5.1.1). A 5 kV, le plasma 

s’allume mais reste confiné dans le tube d’environnement (à 6 kV comme évoqué 

précédemment, le plasma sortait directement du tube). Sa longueur augmente 

progressivement avec la tension jusqu’{ sortir dans l’air ambiant et venir « s’accrocher » 

sur la surface du liquide. Ceci permet de limiter l’impact du plasma sur les signaux 

électrochimiques. De plus, nous avons veillé à ce que le plasma soit toujours allumé au 

retour d’un cycle pour mieux lire son effet. 

 

Des mesures avec une sonde redox au comportement parfaitement connu, le  

ferrocène diméthanol Fc(MeOH)2 ont été réalisées pour mettre en évidence un probable 

décalage du potentiel des électrodes lors de l’allumage du plasma. Il s’agit d’un test 

classique dans lequel le Fc(MeOH)2  (degré d’oxydation du fer +2) est oxydé en l’ion 

ferrocénium de degré d’oxydation +3 (Figure 5.6 (a)).  
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Figure 5.6 : (a) réaction d’oxydoréduction du Fc(MeOH)2 ; (b) Voltamogrammes cycliques réalisés 
dans une solution de Fc(MeOH)2  3 mM exposée 10 minutes au plasma environné par 100% N2 et 
sous agitation magnétique. Vitesse de balayage : 20 mV.s-1. 

 

Pour réaliser ce test, 6 mL d’une solution de Fc(MeOH)2 (3 mM) sont exposés au plasma 

(environné par 100% N2), dans les conditions décrites précédemment, après avoir 

préalablement effectué quelques cycles en voltamétrie cyclique entre 0 et 0,4 V sans 

plasma (Figure 5.6 (b)). Les résultats montrent qu’il n’y a pas de décalage en courant ni 

en potentiel induit par l’application du plasma (superposition parfaite des cycles 

avant/après allumage du plasma), ce qui montre que les électrodes sont bien protégées 

des effets du champ du plasma. Cependant, en fonction de la disposition de tous les 

éléments du montage, un léger décalage a pu être observé lors de certaines expériences, 

comme nous le verrons plus tard lors de la présentation des résultats (section 5.3). 
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Enfin, les deux électrodes de travail nous ont permis de réaliser diverses mesures 

en parallèles, en vérifiant le cas échéant qu’il n’y ait pas d’interférences entre elles. Par 

exemple, une mesure par voltamétrie cyclique a été lancée sur l’électrode de travail n°1 

(appelée WE 1) tandis qu’une mesure par chronoampérométrie a été réalisée sur la 

seconde électrode de travail (WE 2). 

 

 

5.2     SEO : suivi cinétique de quelques espèces émissives 

 

Différents environnements gazeux ont été testés pour ces mesures : 100% N2, 

20% O2 et 100% O2 qui sont les conditions également testées en électrochimie in situ. 

Nous sommes parvenus à détecter correctement certaines espèces émissives en 

adaptant les paramètres de la mesure tels que l’ouverture des fentes ou le temps 

d’acquisition des spectres. Il s’agit du premier système négatif de l’ion   
      , du 

premier système positif de l’azote N2 (FPS), du radical HO° et de l’oxygène atomique O. 

Pour chacune de ces espèces, nous avons procédé à un suivi cinétique sur toute la durée 

du traitement plasma, { savoir 30 minutes. Les mesures d’électrochimie in situ, qui ont 

été présentées dans la section précédente (5.2) ont été réalisées en parallèle. La Figure 

5.7 présente les spectres d’émission optique obtenus { 30 minutes, réalisés en duplicats. 
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Figure 5.7 : Spectres d’émission optique de l’ion   

       à 391 nm, du N2 (FPS) à 762 nm, du 
second ordre du radical HO° à 618 nm et de O à 777 nm, mesurés à 30 minutes en position P3 pour 
les gaz d’environnement 100% N2, 20% O2 et 100% O2. 

 

On observe que l’intensité d’émission des spectres dépend fortement du gaz 

d’environnement. Cela rejoint les observations que nous avions faites lors des mesures 

dans le tube d’environnement. On note par exemple ici que les intensités d’émission des 

espèces azotées (  
       à 391 nm, N2 (FPS) à 761 nm) sont plus importantes quand le 

gaz d’environnement est composé en majorité d’azote. C’est le cas également pour le 

radical HO° (second ordre). Là aussi, cette observation est logique avec le mécanisme de 
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formation de cette espèce faisant intervenir en amont la transition N2 (FPS), que nous 

avions proposé d’après la littérature (voir Chapitre 3 section 3.2.1, équation 3.6). Pour 

l’oxygène atomique, la tendance est inversée { savoir que l’intensité est maximale pour 

100% O2. 

Ces espèces émissives ont été analysées au cours du temps de traitement du PBS 

par les plasmas, (31 minutes au maximum). Le premier point a été enregistré 1 minute 

après avoir allumé le plasma, et ces points étaient pour la plupart aberrant (le plasma 

n’est pas encore bien stabilisé sur la solution) et ont par conséquent été retirés des 

Figures. D’autre part, des spectres ont été enregistrés toutes les 1 min 30 sec. au cours 

des 31 minutes de plasma. L’intensité d’émission maximale de chaque espèce a été 

relevée et tracée en fonction du temps (Figure 5.8). 

 

 
Figure 5.8 : Evolution temporelle de l’intensité d’émission optique de l’ion   

       à 391 nm, du N2 
(FPS) à 762 nm, du second ordre du radical HO° à 618 nm et de O à 777 nm, mesurés en position P3 
pour les gaz d’environnement 100% N2, 20% O2 et 100% O2.  
 

 

Les Figures 5.42 (a), (b), (c) et (d) représentent respectivement, l’évolution de l’intensité 

d’émission optique de l’ion   
       à 391 nm, du N2 (FPS) à 761 nm, du radical HO° à 
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618 nm et de O { 777 nm. De manière générale, on constate que le gaz d’environnement 

100% N2 favorise les états N2+(B2Σu+), N2(B3π) et          , et ce tout au long des 31 

minutes. D’autre part, l’intensité de ces états radiatifs est bien plus faible lorsque le gaz 

d’environnement est composé { 100% d’oxygène. Contrairement au cas précédent, 

l’azote apporté par l’air ambiant ne semble pas suffisant pour générer ces deux espèces 

N2+(B2Σu+) et N2(B3π)) en quantité. Pour l’oxygène atomique, c’est l’environnement 

100% O2 qui conduit { l’intensité la plus forte. En revanche, L’intensité d’émission de 

l’oxygène atomique ne chute pas drastiquement lorsque le gaz d’environnement est 

composé { 100% d’azote. Ceci est probablement dû au fait que l’oxygène de l’air ambiant 

apporté dans l’onde d’ionisation pourrait suffire pour maintenir un taux d’oxygène 

atomique non négligeable. Par ailleurs, on constate que l’intensité d’émission des 

différentes transitions a tendance { diminuer au cours du temps. C’est particulièrement 

vrai pour l’ion   
       et le N2 (FPS), pour les conditions 100% N2 et 20% O2 dans le 

gaz d’environnement. Cependant pour la condition 100% N2, cette diminution 

n’intervient qu’après avoir passé les 10 premières minutes pendant lesquelles l’intensité 

est d’abord relativement constante. Pour le radical HO° et 100% N2 dans le gaz 

d’environnement, on constate un comportement relativement similaire, à la différence 

que l’intensité parait augmenter légèrement sur les 10 premières minutes avant de 

diminuer { temps plus longs. Pour tous les autres cas, l’intensité est relativement 

constante sur toute la durée de l’expérience. 

D’autre part, nous n’observons pas de régime transitoire clair et précis pour cette 

position P3. L’intensité des espèces étudiées a un comportement relativement linéaire 

sur toute la durée de l’expérience. D’autre part, la diminution de l’intensité que nous 

avons observée peut être liée à un phénomène purement lié à la réactivité chimique du 

plasma, qui évolue au cours du temps notamment { cause du phénomène d’évaporation. 

Ces résultats montrent donc que les tendances que nous avions observées en 

position P1 et P2 en configuration fermée (voir Chapitre 4 section 4.3.1) sont similaires  

en position P3, c’est-à-dire au plus près de la surface du liquide (bien qu’en configuration 

de cuve ouverte). Finalement, le comportement de la décharge semble identique tout au 

long du canal d’ionisation, que l’on soit complètement environné ou partiellement (pas 

de bouchon), comme c’est le cas ici. Les mécanismes proposés en positions P1 et P2 

conduisant à la formation des espèces chimiques que nous avons détectées en solution 

sont donc a priori aussi valables en position P3.  

D’autre part, nous avions observé lors de ces précédentes mesures que les 

intensités correspondant { l’ion   
      , au N2 (FPS) et au radical HO° tendaient à 

diminuer drastiquement lorsque le gaz d’environnement étaient composé de 100% O2. 

Or on voit ici que ces espèces sont encore présentes en quantité suffisante pour être 

détectées pour cette condition 100% O2. De même pour l’oxygène atomique, que l’on 

arrive à observer pour 100% N2. Ceci ramène donc à la conclusion que l’environnement 

gazeux du plasma est capital pour la production d’espèces chimiques excitées, puisqu’on 

constate des différences lorsque l’environnement est partiel (pas de bouchon). 

Nous allons à présent déterminer si ces résultats sont en accord avec les mesures 

d’électrochimie in situ réalisées en parallèle.  
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5.3     Résultats des mesures électrochimiques in situ en temps réel 

5.3.1     Détection de H2O2 et NO2-  à pH 7.4 

 

Bien que l’objectif initial soit de détecter des RONS, nous avons dans un premier 

temps réussi à détecter en direct l’accumulation d’espèces stables que nous connaissons, 

à savoir H2O2 et NO2- comme nous venons de le voir. La détection de ces espèces en 

temps réel nous a donné une preuve de la réussite de ce montage et a montré son 

potentiel pour aller plus tard cibler des espèces à courte durée de vie. Nous avons donc 

souhaité analyser plus en détail la production de ces espèces au cours du temps, en 

fonction de différents plasmas. 

Pour cela, nous avons réalisé différentes mesures en parallèle sur les deux 

électrodes de travail. En fonction de l’expérience, nous avons réalisé concomitamment : 

 De la voltamétrie cyclique sur la première électrode de travail (appelée WE 

1). Le potentiel a été appliqué entre -0,1 et 0,9 V à une vitesse de balayage de 

20 mV.s-1. Cela nous a permis de suivre l’évolution générale en solution, 

notamment l’apparition de H2O2 et NO2-. Les résultats sont présentés Figure 

5.9. Par soucis de clarté, le temps correspondant à chaque cycle est indiqué 

sur la Figure 5.9 (a) uniquement, ainsi que la durée du traitement après 

extinction du plasma (environ 30 minutes). Ces paramètres sont identiques 

pour les trois conditions de gaz d’environnement. De plus, les premiers et 

derniers cycles sont indiqués en gras. 

 De la chronoampérométrie { 300 mV et 850 mV (en fonction de l’expérience) 

sur la seconde électrode de travail (WE 2). Cela nous a permis de cibler une 

espèce en particulier et d’essayer de mesurer avec plus de précision-

sensibilité l’évolution de sa concentration au cours du temps. De la 

chronoampérométrie sur les deux électrodes de travail a également été 

opérée (voir plus bas Figure 5.11).  
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Figure 5.9 : Mesures avec des UMEs platinées par voltamétrie cyclique in situ entre -0,1 et 0,9 V 
dans du PBS (10 mM, pH 7,4) exposé à divers plasmas environnés pendant environ 30 minutes. (a) 
100%N2 ; (b) 20% O2 ; (c) 100% O2. La vitesse de balayage est de 20       . 
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Dans chaque cas, nous avons observé un léger saut de courant et de potentiel à 

l’allumage du plasma mais également lors de l’extinction du plasma. Ces variations ont 

été mesurées et sont présentées Table 5.1.  

 
Tableau 5.1 : Valeur absolues des sauts de courant et de 
potentiel relevés lors des mesures de voltamétrie cyclique 
dans du PBS (10 mM, pH 7,4) { l’allumage (ON) du plasma 
et { l’extinction (OFF). 

 |Δi| (nA) |ΔE| (mV) 

Plasma ON OFF ON OFF 

100% N2 0,66 2,07 20 6 

20% O2 0,67 2,50 20 7 

100% O2 1,02 2,26 30 4 

 

Ces décalages sont acceptables par rapport aux gammes de mesure, que ce soit en 

potentiel ou en courant.  

Quelle que soit la composition du gaz d’environnement, on observe que le 

courant augmente dès le premier cycle sous plasma et l’allure des cycles est similaire 

pour ces trois conditions. D’autre part, leur forme est très ressemblante avec celle des 

cycles que nous avions obtenus dans les mesures réalisées post-traitement. De plus, les 

signaux sont très peu bruités, mis à part les sauts de courant et potentiel décrits 

précédemment. On observe une vague d’oxydation vers 300 mV correspondant { 

l’oxydation du peroxyde d’hydrogène H2O2 et une autre vague d’oxydation 

correspondant aux ions nitrites NO2- { 850 mV. Un autre courant d’oxydation se 

distingue à 0 V mais il sera commenté plus tard à la section 5.2.2.1.2. De plus, le courant 

associé { l’oxydation de ces deux espèces augmente au cours du temps de traitement, 

mais de façon différente pour chaque condition de gaz d’environnement. Notamment, le 

courant global est plus faible dans le cas de 100% O2  (Figure 5.9 (c)). Ces deux espèces 

ont été quantifiées suite { l’arrêt du traitement plasma de la solution, à partir des cycles 

mesurés en parallèle avec les deux électrodes de travail. Les résultats sont présentés 

Figure 5.10. 
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Figure 5.10 : (a) Analyses par voltamétrie cyclique (20 mV.s-1) avec des UMEs platinées dans 6 mL 
de PBS (10 mM, pH 7,4) suite à son exposition pendant 30 minutes aux plasmas (b) Concentrations 
en H2O2 et NO2

- détectées à partir de ces voltamogrammes (réplicats). 

 

Nous observons tout d’abord que les tendances sont différentes de celles que nous 

avions obtenues au Chapitre 4 avec le plasma environné en configuration fermée (avec 

bouchon dans le puits). Notamment, nous avions constaté d’une part que la 

concentration en ions NO2- était clairement maximale pour la condition 20%O2/80%N2. 

Les résultats sont plus nuancés ici : la concentration atteint environ 700 µM de 0 à 50% 

O2, puis chute à ~ 350 µM pour les deux conditions restantes (80 et 100% O2). D’autre 

part, concernant H2O2, nous retrouvons un optimum pour 100% N2 (environ 750 µM), 
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puis la concentration chute assez linéairement avec l’ajout d’oxygène jusqu’{ 80% O2. Ici, 

le volume et le temps d’exposition ont été multipliés par trois et d’un point de vue 

quantitatif, l’ordre de grandeur des valeurs de concentrations que nous venons d’obtenir 

est cohérent avec ce que nous avions mesuré lors de l’exposition de 2 mL de PBS 

pendant 10 minutes. Par ailleurs, les différences de tendance observées peuvent 

s’expliquer par le fait que la cuve est ouverte sur l’extérieur ce qui rend les échanges 

avec l’air possibles. Notamment, on peut supposer que la proportion d’azote importée 

depuis l’air ambiant vers l’onde d’ionisation suffit { masquer les effets de l’oxygène 

lorsque celui-ci est présent en faible pourcentage dans le gaz d’environnement (de 0 { 

50% d’oxygène), ce qui nous l’avions vu profite { la formation d’espèces dérivant de 

l’azote telle que HNO2 ainsi que H2O2 via la formation du radical HO°, facilitée en 

présence d’azote. Pour les deux autres conditions, { savoir 80 et 100% O2, l’effet de 

l’oxygène n’est pas totalement annulé puisque nous constatons une baisse des 

concentrations en H2O2 et NO2- pour ces deux conditions. Ces résultats montrent à 

nouveau { quel point l’environnement gazeux du plasma influence sa réactivité chimique 

et la chimie en solution qui en découle.   

 

Des mesures par chronoampérométrie ont été réalisées pour suivre plus 

précisément la formation des espèces H2O2 et NO2- au cours du temps de traitement. 

Pour cela, nous avons fixé le potentiel de chacune des deux électrodes de travail aux 

potentiels de plateau (maximum de courant) de H2O2 et NO2-, soit respectivement 300 

mV pour l’une et 850 mV pour l’autre. Avant de réaliser la mesure sous plasma, les 

électrodes ont été stabilisées dans le PBS afin que le courant soit stable. Les données 

sont présentées Figure 5.11. 
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Figure 5.11 : Analyses par chronoampérométrie { (a) 300 mV sur l’électrode de travail WE 1 et (b) 
850 mV sur l’électrode de travail WE 2, dans 6 mL de PBS sous agitation magnétique exposé 30 
minutes à divers plasmas environnés.   

 

Que ce soit à 300 ou à 850 mV et quelle que soit la composition du gaz d’environnement, 

on observe un léger pic de courant au moment où le plasma est allumé (voir sur la 

Figure « plasma ON »). Après environ 1 minute, le courant commence à augmenter de 

façon très linéaire jusqu’{ ce que le plasma soit stoppé (« plasma OFF »). A nouveau, un 

pic de courant est observé (bien plus faible pour 100% O2). Ensuite, la mesure est 

poursuivie et nous pouvons remarquer que le courant continue d’augmenter (quelques 

nA) sur plusieurs minutes mais pas linéairement, jusqu’{ stabilisation. Ce phénomène 
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est plus intense pour la condition 100% N2, et assez discret pour 100% O2 (voir zoom 

sur la Figure 5.12 suivante). 

 

 
Figure 5.12 : Zoom sur les réponses après extinction du plasma. Les chronoampérométrie sont 
poursuivies durant 10 minutes après l’arrêt du plasma. 

 

Il y a plusieurs possibilités pour expliquer ce phénomène : 

 La réactivité chimique peut se poursuivre sur 4-5 minutes après l’arrêt du 

plasma, ce qui pourrait être expliqué par la présence d’espèces instables qui 

mettent un certain temps à réagir totalement pour former des espèces plus 

stables telles que H2O2 (Figure 5.10 (a)) et NO2- (Figure 5.10 (b)), voire NO3-. 

Cela peut signifier qu’une proportion du H2O2 mesuré en solution provient 
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d’une réactivité chimique dans le liquide (et qu’une partie provient 

directement du plasma). 

 La solution n’est peut-être pas homogène malgré l’agitation magnétique. 

Cependant, cette hypothèse paraît moins probable car nous avons constaté 

que le signal augmente linéairement sous plasma, ce qui sous-entend que la 

solution a bien été homogénéisée. 

 L’état physique ou chimique de la surface platinée a pu se détériorer suite au 

traitement plasma.  

 

D’autre part, on remarque aussi que suite { l’arrêt du plasma, le bruit du signal diminue, 

notamment pour le courant à 300 mV. Cependant, le rapport signal/bruit que nous 

avons obtenu sous plasma est très correct compte-tenu du champ électromagnétique 

imposé par le plasma. Concernant le courant mesuré, il est environ deux fois plus élevé à 

850 mV (~ 24 nA pour 100 % N2) qu’{ 300 mV. Ceci confirme la présence d’au moins 

deux espèces oxydées à 850 mV, à savoir H2O2 et NO2-. Enfin, si l’on compare le courant 

mesuré en fonction de la composition du gaz d’environnement, on constate qu’il est dans 

les deux cas (300 et 850 mV) plus élevé pour 100% N2, suivi par 20% O2 et 100% O2. Ces 

résultats sont cohérents avec les concentrations en H2O2/NO2- obtenues (Figure 5.10 

(b)), mais nous avons obtenu ici une analyse plus précise des cinétiques de production 

des espèces majoritaires.  

 

Nous voulions également vérifier la stabilité à long terme du pH suite au 

traitement plasma. Pour les trois conditions précédentes (100% N2, 20% O2 et 100% O2) 

le pH a été mesuré jusqu’{ 20 heures après le traitement. Les résultats sont présentés 

Figure 5.13. Pour chaque condition de gaz d’environnement, on observe une 

acidification du PBS, quasi identique et plus importante pour 100% N2 et 20% O2 (ΔpH = 

-0,25). Dans l’hypothèse de la présence de HNO2 responsable de l’acidification, ces 

données sont tout à fait cohérentes avec les concentrations en NO2- que nous avions 

mesurées (Figure 5.10 (b)). En effet, la concentration en ions nitrite est identique pour 

100% N2 et 20% O2 (~ 700 µM) et plus faible pour 100% O2 (~340 µM). D’autre part, on 

observe un très léger décalage du pH au cours du temps. Cela signifie que s’il existe une 

éventuelle chimie « post-plasma » comme évoqué précédemment, elle conduit à des 

variations de pH distinctes du PBS traité comme observé Figure 5.13, donc l’équilibre 

des phosphates s’en trouve légèrement décalé.    
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Figure 5.13 : Suivi du pH au cours du temps après 30 minutes de traitement 
plasma en cuve ouverte de 6 mL de PBS (pH initial 7,4) pour trois 
compositions de gaz d’environnement : 100% N2, 20% O2 et 100% O2. Ces 
mesures n’ont pas été répliquées. 

 

Cette première étude a ainsi permis de montrer qu’il est possible de réaliser des 

mesures électrochimiques in situ via deux techniques classiques que sont la voltamétrie 

cyclique et la chronoampérométrie, et que les données obtenues sont en accord avec  ce 

qu’il est possible de mesurer dans des conditions « normales » (i.e. sans plasma). Ces 

techniques nous ont permis de mesurer H2O2 et NO2- et de les quantifier pour plusieurs 

compositions de gaz d’environnement. Par ailleurs, nous avons mesuré précisément les 

cinétiques d’apparition de ces deux espèces qui sont en fait produites en solution dès les 

premières minutes de traitement. Ceci pourrait suggérer que le H2O2 est déjà formé dans 

le plasma puis dissous dans le PBS. L’importance de l’environnement gazeux du plasma 

a de nouveau été mise en évidence via cette quantification. Enfin, l’hypothèse d’une 

chimie post-plasma est soulevée, et nous essaierons d’en savoir plus avec les 

expériences qui vont suivre. L’objectif initial était de pouvoir détecter des espèces 

instables, produites par le plasma dans le PBS. Il s’avère que pour l’instant, nous avons 

surtout détecté les espèces stables que nous connaissons (H2O2 et NO2-), grâce aux deux 

techniques citées plus haut. Afin d’atteindre notre objectif, nous avons essayé d’adapter 

les mesures électrochimiques pour nous permettre de détecter d’autres espèces. 
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5.3.2     Détection de RONS  

 

Nos recherches ont été concentrées sur les espèces réactives NO° (oxyde nitrique) et 02°- 

(anion superoxyde), dont les temps de vie en solution aqueuse aérobie sont de l’ordre de 

la seconde (en fonction de leurs concentrations respectives et de celles de l’oxygène 

dissous). Diverses stratégies ont été mises en place pour les détecter au sein de solutions 

de PBS traitées par plasma. 

 

5.3.2.1     PBS à pH physiologique (7,4) 

5.3.2.1.1     Détection du radical oxyde nitrique, NO° 

L’oxyde nitrique NO° est une espèce chimique intervenant principalement dans la 

régulation et la communication entre cellules, et est impliqué dans un certain nombre de 

phénomènes comme la dilatation vasculaire ou l’inhibition de la synthèse de certaines 

protéines par exemple [252]. Il n’est pas une espèce toxique par essence (par exemple il 

n’attaque pas directement l’ADN) comme le sont d’autres espèces chimiques, mais sa 

présence en forte concentration peut constituer un danger. Notamment, sa présence en 

concentration élevée, de l’ordre du µM, peut entrainer l’inhibition de la catalase ou de la 

ribonucléotide réductase responsable de la synthèse de l’ADN { condition que le flux de 

NO° soit constant et important. Par ailleurs, d’autres enzymes peuvent être attaquées 

comme celles contenant un site hémique (un centre métallique). D’autre part, le NO° est 

connu pour réagir très favorablement avec l’anion superoxyde, O2°-. Le taux de réaction 

est de l’ordre de 6,7.            [219] mais Koppenol et al., ont déterminé une vitesse 

supérieure, de 1,6.             [258]. Cette espèce chimique est donc importante d’un 

point de vue biologique et dans le cadre du projet de recherche ANR PlasmaRegen, nous 

devons savoir si elle est potentiellement produite en solution suite à des traitements 

plasmas. En effet, différentes expériences de SEO nous ont permis de montrer que ce 

radical était présent dans le plasma, notamment dans les plasmas enrichis en azote. La 

présence de NO° dans le PBS traité par ces plasmas est donc possible, suite à sa 

solvatation dans le liquide. Cette espèce a par exemple été indirectement détectée par 

RPE par Chauvin et al., { l’aide du piégeur carboy-PTIO dans des solutions d’eau milli-Q 

traitée 150 s par un plasma { DBD initié dans l’hélium [221]. Takamatsu et al., l’ont 

également détecté par fluorescence avec la sonde DAF-2 (dont la sélectivité est 

discutable), dans du PBS exposé { une onde d’ionisation de type « jet » de plasma 

(tension alternative, fréquence 16 kHz et amplitude de la tension 9 kV).  

Nous avons donc employé deux techniques d’analyse chimique pour le détecter 

dans la phase liquide suite à divers traitements plasma, l’électrochimie in situ et la 

spectroscopie d’absorption UV-visible. 
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5.3.2.1.1.1     Par électrochimie 

L’oxyde nitrique est une espèce chimique pouvant être oxydée par électrochimie 

(Figure 5.14) et donc détectée sur des UMEs, notamment platinées.  

 

 
Figure 5.14 : Voltamogrammes normalisés en état stationnaire, 
obtenus par oxydation de solutions de H2O2, ONOO-, NO° et NO2

-

 (solvant PBS 1 mM) sur ultramicroélectrode en fibre de carbone 
platinée. Les pointillés correspondent au potentiel de plateau offrant 
la meilleure sensibilité et sélectivité de détection de chaque espèce par 
chronoampérométrie [226]. 

 

Sur une gamme de 0 { 1V, le peroxyde d’hydrogène H2O2 possède le potentiel 

d’oxydation le plus bas, le plateau étant à 300 mV. L’ion peroxynitrite est oxydé { un 

potentiel très proche de H2O2 soit à 450 mV. Le NO° est quant à lui oxydable selon la 

réaction             [259] (NO+ est instable et se décompose ensuite en nitrites) 

entre 450 et 620 mV, suivi de l’ion nitrite avec un potentiel d’oxydation idéal de 850 mV. 

Donc, dans l’hypothèse où aucune autre espèce oxydable sur nos électrodes ne serait 

présente, seul NO° devrait être oxydé entre 450 et 620 mV. D’autre part, L’oxydation des 

nitrites démarre à partir de 600-610 mV, ce que nous avions pu constater en voltamétrie 

cyclique. Le courant d’oxydation du NO° seul serait donc plutôt compris entre 450 mV et 

610 mV pour ne pas comptabiliser l’oxydation des NO2-. Par conséquent, s’il n’y avait pas 

de NO° formé en solution, la différence de courant                 devrait être nulle. Si 

au contraire du NO° était produit par le plasma en solution, ce Δi devrait être positif et 

pourrait même augmenter au cours du temps de traitement traduisant son 

accumulation.  

Nous avons donc cherché à mesurer cette différence de courant                . 

Cependant, il peut exister une faible différence de courant entre ces deux potentiels 

dépendante de la concentration en H2O2 en solution (faible pente sur le plateau de la 

vague et apparition d’une seconde vague d’oxydation aux concentrations proches de 1 

mM), et l’on sait { présent qu’il est formé, comme les nitrites, dans le PBS dès les 

premières minutes de traitement plasma. Il convient donc de calibrer préalablement les 
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électrodes dans des solutions de H2O2, et aussi H2O2/NO2-, afin de savoir si ce Δi 

correspond uniquement à la présence de H2O2 et NO2-, ou bien aussi à la présence de 

NO°. 

La technique de chronoampérométrie apparaît comme un bon outil pour la 

mesure de ces variations de courants d’oxydation (voir Chapitre 2 section 2.4.1.1.5). 

Puisque nous avons deux électrodes de travail fonctionnelles, la première pourrait être 

portée à 450 mV et la seconde à 610 mV. Cependant, une légère différence de platination 

sur les deux surfaces d’électrode (voir Annexe 3) pourrait suffire à induire des 

variations de courant peut-être supérieures au Δi qui correspondrait { la concentration 

in situ en NO°. Pour ne pas prendre ce risque, nous avons donc utilisé la technique de 

chronoampérométrie multi potentiels, qui consiste dans le cas présent à appliquer 

alternativement 450 et 610 mV sur chaque électrode pendant une certaine durée 

chacun. Ceci nous permet finalement d’avoir un duplicat de la mesure. 

 

Préalablement, les deux électrodes ont été platinées et des voltamogrammes 

cycliques ont été réalisés dans du PBS (10 mM, pH 7,4) pour stabiliser parfaitement 

leurs réponses en courant (Figure 5.15).  
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Figure 5.15 : (a) Platination des deux électrodes de travail à 0,09 µC.µm-2 ; (b) Voltamogrammes 
cycliques dans du PBS suite à la platination et avant de démarrer les mesures de 
chronoampérométrie. 

 

Dans le cas présent, on constate que la platination est quasi identique sur les deux 

électrodes, mais des variations significatives peuvent aussi exister (voir Annexe 3). 

 

Une calibration des deux électrodes a ensuite été effectuée dans une solution de H2O2 

pure puis dans une solution de H2O2/NO2- (mélange  équimolaire), pour savoir s’il y a 

des différences de courant entre 450 et 610 mV. Les chronoampérogrammes sont 

présentées Figure 5.16 ci-dessous. 
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Figure 5.16 : Mesures par chronoampérométrie à double saut de potentiel sur chaque électrode 
opérées dans des solutions de diverses concentrations en : (a) et (b) H2O2 seul ; (c) et (d) un 
mélange équimolaire d’H2O2/NO2

-. Il s’agit des concentrations individuelles dans le volume total. 
Les potentiels 450 mV et 610 mV sont appliqués alternativement sur une durée de 45 secondes. 

 

On peut constater qu’{ partir de 1 mM en H2O2 et H2O2/NO2-, il existe une dérive en 

courant, plus marquée sur l’électrode WE 1. Ceci peut signifier qu’{ hautes 

concentrations, l’état de la platination est moins stable et qu’il vaut mieux rester dans 

des gammes de concentrations inférieures au mM.  

Afin de tracer une courbe de calibration pour les 4 cas décrits sur la Figure 5.16, 

une moyenne des 30 dernières secondes des derniers plateaux (voir cadre rouge sur la 
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Figure 5.16 (a)) a été effectuée pour chaque potentiel. Les courbes de calibration ainsi 

obtenues ont été tracées en fonction des concentrations en H2O2 et H2O2/NO2- (Figure 

5.17 ci-dessous). 

 

 
Figure 5.17 : Courbes de calibration des deux électrodes (WE 1 et WE 2) issues des données de 
chronoampérométrie de la Figure 5.14. Chaque point correspond à la moyenne des 30 dernières 
secondes des derniers plateaux pour chaque potentiel. Le courant d’oxydation { 450 et 610 mV 
associé à H2O2 d’une part et { H2O2/NO2

- d’autre part, est tracé en fonction de la concentration. Un 
lissage des courbes a été réalisé pour obtenir la pente et l’ordonnée { l’origine (traits rouge et 
noir). 

 

Dans un premier temps, ces courbes de calibration nous permettent de vérifier que la 

réponse de l’électrode est linéaire même pour les grandes concentrations (2 mM). De 

plus, elles nous serviront à calculer la concentration en H2O2 présent dans le PBS traité 

par plasma. D’autre part,  la variation                     , obtenue à partir de ces 

courbes a été mesurée et tracée en fonction de la concentration en H2O2 et H2O2/NO2-. 

Les données sont disponibles Figure 5.18 ci-après. 
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Figure 5.18 :                      mesuré dans des solutions de  H2O2 et H2O2/NO2

- et tracé en 
fonction de la concentration (a) sur l’électrode WE 1 et (b) sur l’électrode WE 2.  

 

Ces données montrent plusieurs choses : 

 Que ce soit pour WE 1 ou WE 2, il existe bel et bien un      qui dépend de la 

concentration, inférieur { 1 nA jusqu’{ 1 mM et qui augmente fortement pour 2 mM. Cela 

dépend aussi plus nettement de l’électrode aux plus fortes concentrations. 

 A partir de 1 mM, le Δi est plus grand lorsqu’il est mesuré dans une solution de 

H2O2/NO2- par rapport à une solution de H2O2 pure. Ceci est dû { l’apparition d’une 

seconde vague d’oxydation pour le peroxyde d’hydrogène et modifie la courbe de 

calibration pour les concentrations plus élevées. Vu notre gamme utile de travail, nous 

avons considéré la corrélation sur la gamme [0 ; 1 mM] uniquement (voir Figure 5.19). 
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Figure 5.19 : Variations de courants sur la gamme de concentrations [0 ; 1 mM] et valeurs de 
l’ordonnée { l’origine et de la pente associées. 

 

En extapolant les courbes de la Figure 5.18, on remarque que pour le zéro de 

concentration (qui correspond donc à du PBS pur), il existe une légère différence entre 

les Δi sur deux mesures différentes, qui ne devrait pas exister. La mesure dans les 

solutions de H2O2 ayant été effectuées avant de faire la seconde mesure dans du PBS pur 

(suivie de la gamme H2O2/NO2-), l’état de la platination et notamment celui des oxydes 

de platine a peut-être évolué suite { l’oxydation de H2O2.  

 

Nos électrodes ont donc été calibrées vis-à-vis de H2O2 et NO2- et sont prêtes pour 

réaliser des mesures en solution sous exposition plasma. La stratégie suivante a été 

adoptée : 

- Nous savons que le plasma environné par 100% N2 est le plus susceptible de 

produire du NO°. Nous l’avons donc sélectionné pour les traitements. 

- Afin de maximiser les chances de détecter le NO°, nous avons utilisé différents 

types de PBS ; du PBS aéré (condition classique d’utilisation du PBS), du PBS 

préalablement dégazé { l’azote (pour retirer l’oxygène dissous) pour favoriser sa 

stabilité en solution sachant qu’il réagit très favorablement avec l’oxygène 

dissous pour former des ions nitrites selon l’équation 5.3 [221], [260] : 

 

                    
      5.3 
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ainsi que du PBS saturé en O2 pour avoir l’effet inverse { savoir pour consommer 

le NO° éventuellement généré en solution. Nous devrions observer des 

différences importantes entre le PBS dégazé et le PBS saturé { l’O2. Une fois ces 

PBS préparés, ils ont été traités par plasma pendant 30 minutes, après avoir 

laissé stabiliser le courant pendant 20 minutes. Les données concernant le PBS 

dégazé et le PBS saturé en O2 sont disponibles Figure 5.20. Le cas du PBS aéré est 

présenté ultérieurement. 
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Figure 5.20 : Chronoampérométrie à double potentiels (450 et 610 mV) réalisée dans du PBS (10 
mM, pH 7,4) sur les deux électrodes de travail (WE 1 et WE 2) (a) dégazé ou (b) saturé en l’oxygène 
et sous agitation magnétique. Vingt minutes de stabilisation du courant sont nécessaires avant 
d’allumer le plasma. 

 

On peut d’ores et déj{ constater que le courant augmente dès la première minute 

d’application du plasma de même que le bruit, qui augmente au cours du temps de 

traitement. Lorsque le plasma est stoppé, le courant diminue progressivement dans le 
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cas du PBS dégazé, alors qu’il augmente légèrement avant de se stabiliser dans le cas du 

PBS saturé { l’O2.  

Pour plus de clarté, nous avons effectué un agrandissement sur deux zones d’intérêt : la 

première concerne l’allumage du plasma (Figure 5.21 (a) et (b)) et la seconde l’arrêt du 

plasma (Figure 5.21 (c) et (d)). 
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Figure 5.21 : Agrandissement sur les zones d’allumage (a) et (b) et d’arrêt du plasma (c) et (d), 
pour le PBS dégazé et le PBS saturé. 

 

Lorsque le plasma est allumé, on constate deux phénomènes. Le premier est l’existence 

d’un pic et d’un saut de courant, que nous avions déj{ observé en voltamétrie cyclique. 

Le second concerne le bruit, qui a augmenté sous plasma mais qui reste très acceptable. 

Lorsque le plasma est stoppé, nous observons à nouveau un pic de courant, très fort 

dans le cas du PBS saturé en O2, et le bruit cesse aussitôt avec WE 1 mais pas avec WE 2, 

ce qui peut être lié à une différence de positionnement dans la cuve par rapport à 
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l’orientation du champ électrique généré par le plasma. En revanche, on ne retrouve pas 

le saut de courant inversé comme c’était le cas en voltamétrie cyclique. 

A partir des courbes de la Figure 5.20, nous avons effectué la moyenne des 10 

dernières secondes de chaque variation de courant, à 450 et 610 mV. En effet, le plateau 

n’est pas tout { fait atteint même en 45 secondes, car il y a un apport continu d’espèces 

provenant du plasma. Nous avons donc préféré pendre les points correspondant aux 10 

dernières secondes avant changement du potentiel. Les valeurs ainsi obtenues ont 

ensuite été tracées en fonction du temps (Figure 5.22).  
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Figure 5.22 : Courant d’oxydation { 450 et 610 mV obtenus en faisant la moyenne des 10 dernières 
secondes en courant à chaque saut de potentiel, pour chaque électrode dans le cas (a) et (b) du PBS 
dégazé ; (c) et (d) du PBS saturé en oxygène. 

 

Les Figure 5.22 (a) et (b) représentent l’évolution en fonction du temps des courants à 

450 et 610 mV relevés sur chaque électrode, dans le PBS dégazé. Sur les 20 premières 

minutes, on peut observer la stabilité de la mesure en absence de réactions. Ensuite, 

pour chacun des deux potentiels, le courant commence à augmenter dès que le plasma 

est allumé puis évolue linéairement jusqu’{ l’arrêt du plasma. Ensuite, le courant 

continue d’augmenter pendant environ 1 minute puis diminue linéairement sur les 
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minutes suivantes. Dans le cas du PBS saturé en oxygène (Figure 5.22 (c) et (d)), la 

tendance est identique jusqu’{ l’arrêt du plasma. Sur les 2 minutes qui suivent, le 

courant continue d’augmenter, puis se stabilise sur les minutes restantes, contrairement 

au cas du PBS dégazé. A ce stade, nous pouvons donc dire qu’il existe une chimie post-

plasma qui diffère en fonction du PBS utilisé. La variation de courant Δi expérimentale 

(  e  ) a ensuite été calculé à partir de ces données et tracé en fonction du temps (voir 

Figure 5.23).  

 

 
Figure 5.23 :                        mesuré dans le PBS dégazé (a) et dans le PBS saturé en O2 (b), 

pour chaque électrode. 
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Nous retrouvons le fait que sur les 20 premières minutes avant l’allumage du plasma, La 

variation de courant se stabilise autour de 0,2 nA dans les deux cas (PBS dégazé et 

saturé en O2). Dès que le plasma est allumé, le   e    passe brutalement de 0,2 à 0,6 nA 

dans le cas du PBS dégazé pour WE 1 et WE 2, et atteint 0,8 nA pour l’électrode WE 2 

dans le cas du PBS saturé. Ensuite, le   e   augmente assez linéairement jusqu’{ 

atteindre plus de 1 nA avant l’arrêt du plasma. La tendance est plus nette dans le cas du 

PBS dégazé. En revanche, les variations sont moins nettes dans le PBS saturé, avec une 

dispersion des points plus importante. On remarque aussi que dans le cas du PBS 

dégazé, il y a plus de points supérieurs à 1 nA avant arrêt du plasma, tandis que pour le 

PBS saturé, on observe d’abord une chute du Δi vers 45 minutes, puis des points élevés { 

51 minutes. En cause, le bruit assez important sur les chronoampérogrammes (voir 

Figure 5.19 (b) et Figure 5.21 (d)).  

 

On ne peut pas encore à ce stade conclure sur la présence ou non du NO°, car il faut 

comparer ce   e   avec ce qu’il serait dans une solution de H2O2 pure et une solution de 

H2O2/NO2- (on notera   e     c  ). Pour cela, ont été calculés pour chaque électrode : 

- Les concentrations en H2O2 dans les PBS dégazé et saturés, pour chaque électrode 

(WE 1 et WE 2) à partir des courbes de calibration en H2O2 et H2O2/NO2- (Figure 

5.17). 

- Le Δical  correspondant à partir des courbes de la Figure 5.19. 

Ces deux calculs ont été effectués pour les derniers points avant l’arrêt du plasma, puis 

après 10 minutes de stabilisation post-plasma, et en fonction des deux calibrations : 

dans H2O2 et dans H2O2/NO2-. Si le    e     c   est positif, la présence de NO° sera alors 

fortement suspectée. Les différents résultats sont regroupés dans les Tables 5.2 (avant 

arrêt du plasma) et Table 5.3 (après arrêt du plasma). 
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Tableau 5.2 : Valeurs du       comparées à celles du       calculées à partir des concentrations 

expérimentales en H2O2 dans le PBS avant arrêt du plasma. Le       a été évalué dans des solutions 
de H2O2 et H2O2/NO2

-. 

 
 

Remarque : les concentrations [H2O2]exp ont été évaluées à partir des courbes de 

calibration réalisées dans des solutions pures de H2O2 (tableau du haut), et de 

H2O2/NO2- (tableau du bas). 
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Tableau 5.3 : Valeurs du       comparées à celles du       calculées à partir des concentrations 

expérimentales en H2O2 dans le PBS après arrêt du plasma. Le       a été évalué dans des solutions 
de H2O2 et H2O2/NO2

-. 

 
 

Remarque : les concentrations [H2O2]exp ont été évaluées à partir des courbes de 

calibration réalisées dans des solutions pures de H2O2 (tableau du haut), et de 

H2O2/NO2- (tableau du bas). 

 

En ce qui concerne les concentrations en H2O2 que nous avons mesurées, elles sont 

cohérentes avec d’autres mesures que nous avions réalisées et ayant conduit aux valeurs 

présentées à la Figure 5.10. 

 

Afin de mieux analyser ces résultats, ils ont été représentés différemment sur la 

Figure 5.24 suivante. Le   e     c    est tracé avant/après extinction du plasma, pour 

les deux types de PBS (dégazé et saturé). 
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Figure 5.24 : Différence Δiexp-Δical moyennée sur les deux électrodes de travail WE 1 et WE 2 avant 
et après arrêt du plasma, calculé dans (a) H2O2 et (b) H2O2/NO2

-. 

 

Premièrement, on observe qu’avant l’arrêt du plasma, que ce soit sur la Figure 5.22 (a) 

ou (b), le    e     c   est bien positif. Il est de l’ordre de 0,99±0,45 nA pour le PBS 

dégazé et de 1,51±0,8 nA pour le PBS saturé, calculés en comparaison des courants dans 

une solution pure de H2O2. A partir de la solution de H2O2/NO2- (qui est plus en 

adéquation avec de nos conditions expérimentales), on mesure un   e     c   de 

0,79±0,35 nA et 1,34±0,72 nA pour les PBS dégazé et saturé respectivement. On notera 

aussi que l’écart-type sur les valeurs correspondant au PBS saturé en dioxygène est très 

élevé, ce qui rend plus difficile la comparaison avec le PBS dégazé. De plus, les valeurs de 

  e     c   semblent plus élevées dans le cas du PBS saturé mais l’erreur sur la mesure 
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ne nous permet pas de l’affirmer. Ces valeurs de courant résiduel tendent à faire penser 

qu’il existe bel et bien du NO° en solution. Cette hypothèse est confortée par le fait que 

lorsque le plasma est stoppé, le   e     c   chute pour atteindre des valeurs se 

rapprochant de zéro (c’est le cas notamment pour l’électrode WE 1, voir Table 5.2 à la 

page précédente). On note d’ailleurs qu’il n’existe presque plus de différence entre les 

deux électrodes de travail lorsque le plasma est stoppé. 

 

Si ce courant résiduel, exprimé par la valeur de   e     c    que nous venons de 

mesurer peut en effet correspondre { l’oxydation du NO° provenant du plasma, il n’est 

en revanche pas logique que sa valeur soit plus élevée dans le cas du PBS saturé car 

l’oxygène est sensé le consommer (voir éq. 5.3). Cependant, nous devons tenir compte 

de l’écart-type élevé pour WE 2 et du fait que les mesures ont été effectuées sous 

agitation magnétique, ce qui tend à modifier certainement assez vite la concentration 

élevée en O2 que nous avons souhaité imposer (PBS saturé). L’état initial des deux PBS 

est donc probablement différent (l’un dégazé et l’autre saturé en dioxygène), mais 

l’équilibre de la concentration en oxygène dans le PBS avec celle de l’air ambiant a 

probablement le temps de se recréer compte-tenu de la durée du traitement plasma (30 

minutes), ce qui pourrait expliquer que la valeur de   e     c    soit finalement plus 

élevée dans le cas du PBS saturé.  Pourtant, nous avions observé une évolution du 

courant différente après plasma entre les PBS  saturé et dégazé (voir Figure 5.22), ce qui 

contredit la précédente hypothèse, sauf si cette évolution chimique post-plasma est 

induite par une réactivité chimique différente en début de traitement plasma (et donc 

dépendante du taux d’oxygène en solution, que nous avons imposé au départ).  

 

Comparons maintenant ces résultats avec ceux obtenus dans du PBS aéré, c’est-à-dire la 

condition que nous avons utilisée principalement jusqu’{ présent. Sans décrire à 

nouveau le protocole d’analyse en détails, la Figure 5.25 présente le résumé des 

résultats traités. 
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Figure 5.25 :                        mesuré lors du traitement par plasma (environnement 100% 

N2, durée 30 minutes) de solutions de PBS aéré et dégazé avec WE 1 (a) et WE 2 (b) ; (c) Valeurs du 
      comparées à celles du       calculées à partir des concentrations expérimentales en H2O2 dans 

le PBS avant arrêt du plasma. Le       a été évalué dans des solutions de H2O2. 

 

Sur les Figure 5.25 (a) et (b) nous constatons { nouveau un saut du Δi { l’allumage du 

plasma, puis une augmentation relativement linéaire jusqu’{ l’arrêt du plasma. Ensuite, 

le Δi chute et revient vers des valeurs proches de 0,75 nA, que nous avons comparées 

avec la valeur correspondante dans une solution de H2O2. Dans le tableau de la Figure 

5.25 (c), on remarque que les concentrations en H2O2 mesurées sont toujours 

cohérentes avec les autres résultats acquis précédemment. Concernant maintenant le 
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différentiel   e     c  , il est positif et de l’ordre en moyenne de 0,73 vs. 0,53 nA pour 

les PBS aéré et dégazé, respectivement. Il est assez difficile de dire si cette différence est 

significative ou non. Les valeurs relatives au PBS dégazé sont par ailleurs similaires à 

celles mesurées lors de la précédente expérience (Table 5.1). Il semble finalement que la 

nature initiale du PBS (dégazé ou aéré) n’influence pas de manière significative les 

résultats. 

 

L’ensemble de ces résultats fondés sur des analyses électrochimiques complexes 

suggère donc la présence du radical NO° dans le PBS traité par le plasma environné par 

100% N2. Afin d’apporter une preuve supplémentaire, nous avons réalisé un test 

complémentaire en spectroscopie d’absorption UV-visible, très commun pour détecter le 

NO°. Ce test va être décrit dans ce qui suit.  

 

 

5.3.2.1.1.2     Par spectroscopie d’absorption UV-visible : test à l’hémoglobine      

La mesure du NO° présentée ici est basée sur sa réaction avec l’oxyhémoglobine 

(HbO2) pour former la methemoglobine (MetHb) et des ions nitrates (   
 ). La réaction 

chimique est la suivante [261], [262] (éq. 5.4) :  

 

                   
  

 

Cette réaction se produit naturellement lorsque l’oxyde nitrique traverse les tissus 

biologiques et rejoint les globules rouges où il est très vite converti en ions nitrates. Sa 

durée de demi-vie in vivo est donc assez faible (de l’ordre de 1 sec.), mais peut atteindre 

1 heure dans une solution saline tamponnée, en l’absence d’autres molécules 

susceptibles de réagir avec lui (« scanvengers ») [219].  

 

a) Protocole expérimental 

Les solutions d’oxyhémoglobine (HbO2) sont préparées à partir de 50 mg de 

methémoglobine (metHb, Sigma Aldrich ®), solubilisée dans 1 mL de PBS (10 mM, pH 

7,4), auxquels on ajoute 5 mg de dithionite de sodium. On peut observer deux 

changements de couleur successifs, l’un rouge foncé → marron et l’autre rouge foncé → 

violet (correspondant à la deoxyferrohémoglobine). Après quelques minutes, la solution 

devient rouge vif (HbO2) puis est filtrée sur colonne. L’éluant (fraction de tête) et la 

fraction de cœur ont été récupérés en suivant un protocole de gravité dans une colonne 

spéciale, la PD-10 (Figure 5.26).  

 

(5.4) 
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Figure 5.26 : Photographie de la colonne de filtration PD-10. 

 

La fin de la colonne est par ailleurs éliminée. Trois gouttes de la solution d’HbO2 sont 

ensuite collectées dans des Eppendorf de 500 µL. La fraction de tête a été séparée de la 

fraction de cœur. Les aliquots sont ensuite stockés { -20 °C. Lors de leur utilisation pour 

une expérience, les aliquots doivent être maintenus dans la glace { l’abri de la lumière. 

Les solutions doivent être manipulées avec précaution, notamment en évitant les fortes 

agitations. La solution de HbO2 a été diluée avant de réaliser le test.  

Cette solution est analysée en spectroscopie d’absorption UV-visible et présente 

un spectre caractéristique comprenant la bande de Soret à 415 nm (     n  

             ) qui représente le maximum d’absorption, et deux bandes, α et β 

absorbant vers 550 nm (Figure 5.27). Lors de la conversion de HbO2 en MetHb, un 

décalage en longueur d’onde se produit au niveau de la bande de Soret vers les UV ainsi 

qu’une diminution de l’intensité des bandes α et β, ce qui prouve la présence du NO°. 

 
Figure 5.27 : Spectre s’absorption UV-visible de l’oxyhémoglobine HbO2. 
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Afin de réaliser la réaction de détection du NO° précédente (éq. 5.4), du PBS 

exposé lors du traitement plasma est prélevé avec une seringue étanche (seringue 

Hamilton, Figure 5.28). Celle-ci doit être préalablement dégazée { l’azote afin d’éviter 

toute contamination à l’oxygène qui pourrait consommer le NO°. Après dégazage, la 

seringue a été maintenue en surpression d’azote lors des expériences. 

 

 
Figure 5.28 : Photographies d’une seringue Hamilton. 

 

Le plasma utilisé pour les traitements est toujours le plasma environné par 100% 

N2. Les paramètres électriques et fluidiques sont inchangés. En revanche, le volume de 

PBS a été diminué pour concentrer le monoxyde d’azote possiblement présent en 

solution et maximiser les chances de l’observer. 4 mL ont été traités dans la cuve en 

quartz et les conditions du traitement par électrochimie in situ ont été recréées, c’est-à-

dire que les électrodes ont été plongées en solution (sans effectuer de mesure). Les 

traitements plasma ont été réalisés sous agitation magnétique. Le PBS a été prélevé sous 

plasma directement dans la cuve à 10 et 15 minutes de traitement, en veillant à 

s’approcher (prudemment) du point d’impact du plasma dans la solution. 

Les échantillons ont été analysés par spectroscopie d’absorption UV-visible. Une 

cuve en quartz de longueur 2 mm a été utilisée. Le spectre de l’oxyhémoglobine (HbO2) a 

d’abord été mesuré, puis des ajouts successifs de 2 µL en 2 µL de la solution échantillon 

ont été réalisés avec la seringue Hamilton. 

 

b) Résultats 

Nous avons tout d’abord réalisé l’expérience avec du PBS aéré. Un échantillon de 25 µL 

de PBS a été prélevé directement sous plasma (100% N2 dans l’environnement), au bout 

de 15 minutes de traitement. Les spectres d’absorption UV-visible ont ensuite été 

mesurés selon la procédure décrite précédemment. Les spectres sont disponibles Figure 

5.29. 
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Figure 5.29 : Spectres d’absorption UV-visible (corrigés par le facteur de dilution) de HbO2 obtenus 
par ajouts successifs de 2 µL d’une solution de PBS aéré (4 mL, 10 mM, pH 7,4) exposée 15 minutes 
au plasma environné par 100% N2. (a) spectre global ; (b) absorbance à 370 nm ; (c) bande de 
Soret ; (d) bandes α et β. 

 

D’après la Figure 5.29 (a), on constate que le spectre global évolue au fur et à mesure 

que l’on ajoute l’échantillon de PBS traité par plasma. Un agrandissement sur les 

différentes zones de longueurs d’onde d’intérêt nous montre que l’absorbance augmente 

vers 370 nm (Figure 5.29 (b)) et qu’il y a effectivement un décalage du maximum 

d’absorption de la bande de Soret, accompagné d’une diminution de l’absorbance due à 
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la baisse en concentration de l’HbO2 qui est convertie en MetHb (Figure 5.29 (c)). De 

plus, la présence d’un point isosbestique (longueur d’onde pour laquelle l’absorbance 

totale reste constante) montre qu’il y a au moins deux espèces qui absorbent en solution, 

que l’on suppose être HbO2 et MetHb. Ceci montre que la réaction décrite par l’équation 

5.4 a eu lieu. Enfin, sur la Figure 5.29 (d) on peut voir que l’intensité des bandes α et β 

diminue également.  

Ces premiers résultats semblent indiquer la présence du radical NO° et d’autres tests ont 

été réalisés pour confirmer cette conclusion. Pour cela, nous avons comparé le décalage 

en longueur d’onde du maximum d’absorption pour des spectres mesurés dans du PBS 

aéré, dégazé et saturé en O2 (Figure 5.30). 
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Figure 5.30 : Spectres d’absorption UV-visible de HbO2 obtenus après des ajouts successifs d’une 
solution de PBS (4 mL, 10 mM, pH 7,4) (a) aéré ; (b) dégazé ; (c) saturé en O2, exposée 10 minutes 
au plasma environné par 100% N2. (d) : suivi du maximum d’absorption en fonction du rapport 
Vaj/Vf (Vaj = Volume ajouté ; Vf = Volume final). 

 

Globalement, on observe une modification du spectre quel que soit le type de PBS utilisé 

(Figures 5.30 (a), (b) et (c)). La Figure 5.30 (d) illustre le décalage en longueurs d’onde 

du maximum d’absorption de l’HbO2. Dans tous les cas, on observe un décalage de 

l’ordre de Δλ = 3 nm, ce qui signifie qu’il n’y a pas de différence notable en fonction du 

PBS analysé. Remarque : Le Δλ est calculé entre        = 0 et le             pour 

tenir compte de la dilution suite aux ajouts successifs de l’échantillon. Ceci rejoint les 
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mesures d’électrochimie in situ, pour lesquelles nous n’avions pas observé de différence 

nette entre les trois PBS (aéré, dégazé et saturé en O2). 

Comme nous l’avons déj{ évoqué, le NO° (s’il est bien présent en solution) n’est pas 

stable s’il y a de l’oxygène dans le milieu, ce qui est fort probable dans nos conditions. 

Dès l’extinction du plasma, le NO° devrait petit à petit se décomposer en ions nitrite 

jusqu’{ ne plus exister en solution. Nous avons donc réalisé des spectres { partir de la 

solution de PBS traitée par plasma puis laissée au repos dans la cuve, { l’air libre. Un 

nouveau spectre de HbO2 a été mesuré avant les ajouts de la solution traitée par plasma, 

donc les différents spectres obtenus ont été normalisés afin de tenir compte de la 

différence d’absorbance entre les spectres de HbO2 au départ (Figure 5.31). 
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Figure 5.31 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible de HbO2 suite à des ajouts successifs de 
25 µL de PBS aéré (4 mL, 10 mM, pH 7,4) exposé 15 minutes au plasma environné par 100% N2 
(spectres bleus) puis laissé au repos 10 minutes et 1h 40min suite { l’exposition au plasma 
(spectres rouge et noir). (a) Spectre global ; (b) zoom sur la bande de Soret. 

 

Nous pouvons observer gr}ce { ces deux figures que l’effet sur le spectre est identique, 

que ce soit avec le PBS fraichement exposé au plasma ou avec le PBS qui a reposé 

pendant 1h40. Ces résultats ne sont pas en accord avec l’hypothèse de la présence de 

NO°. En effet, le spectre obtenu avec le PBS laissé au repos est censé être très similaire 

au spectre de HbO2 initial, puisque le NO° ne devrait plus être présent en solution. Ceci 

peut être expliqué par le fait qu’il existe des réactions possibles avec d’autres oxydants 

et réducteurs [261], [262]. Notamment, les ions nitrites peuvent oxyder HbO2, de même 
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que H2O2 qui est capable d’oxyder à la fois HbO2 et MetHb vers des états d’oxydation 

plus élevés [261] et nous savons que ces deux espèces sont produites en quantités non 

négligeables dans le PBS exposé au plasma.  

 

Un autre cas méritait cependant d’être évalué, c’est celui d’une solution de HbO2 traitée 

directement sous plasma. Le spectre résultant de 10 minutes d’exposition au plasma 

environné par 100% N2 est présenté Figure 5.32. 

 
Figure 5.32 : Spectre d’absorption UV-visible d’une solution de HbO2 exposée directement au 
plasma environné par 100% N2 pendant 10 minutes et comparaison avec le spectre d’une solution 
de HbO2 non traitée. 

 

L’allure du spectre obtenu (diminution importante de l’absorbance, disparition des 

bandes α et β entre autre) en comparaison du spectre d’HbO2 semble indiquer une 

dénaturation de la protéine suite au traitement plasma et qui pourrait notamment être 

due à l’émission d’UV par l’onde d’ionisation. Tout comme le test que nous avions 

effectué avec de la L-tyrosine, l’utilisation de sondes biochimiques semble compromise 

dans le cas du traitement de liquides par plasma, compte-tenu de la richesse de la chimie 

induite et des concentrations obtenues. 

 

 

En conclusion, nous avons donc réalisé des mesures d’électrochimie in situ en temps réel 

dans du PBS exposé au plasma produisant le plus de NO° (100% N2 dans le gaz 

d’environnement) { l’aide de deux électrodes de travail, qui nous ont permis d’effectuer 

deux mesures simultanées de chronoampérométrie à deux potentiels. Les résultats 

obtenus { l’aide de cette technique semblent indiquer la présence de l’oxyde nitrique 

NO° dans le PBS traité par plasma. Des mesures de spectroscopie d’absorption UV-

visible { l’aide d’HbO2, une enzyme réagissant avec le NO° ne nous ont cependant pas 
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permis de confirmer sa présence, car cette enzyme n’est pas spécifique du NO°. Pour 

compléter les résultats d’électrochimie, il aurait été intéressant de réaliser une 

calibration des électrodes dans des solutions de NO° pour connaitre la sensibilité de nos 

électrodes vis-à-vis de cette espèce. Cependant, ces expériences n’ont pu être faites car 

nous ne disposions pas de telles solutions de NO° et il ne nous a pas été possible d’en 

préparer.  

 

5.3.2.1.2     Détection de l’anion superoxyde   
   

 

L’anion superoxyde est un radical dont la durée de vie en solution est faible car il 

se dismute très facilement en H2O2 à pH physiologique selon la réaction (éq 5.6): 

 

   
                

 

Cette réaction fait intervenir des protons, donc elle sera fortement dépendante du pH. La 

constante de vitesse associée est de 5.           à pH 7,4 [263]. D’un point de vue 

biologique, l’anion superoxyde est formé par plusieurs voies enzymatiques 

(NADPHoxydases, Complex III de la chaine respiratoire…) dans les cellules aérobies. Il 

est responsable de certains processus tels que la dénaturation de protéines et la 

peroxydation lipidique [264]. La superoxyde dismutase (SOD, déjà évoquée plus haut) 

permet de maintenir un taux de   
   optimal. Cependant, bien que son nom suppose que 

cette espèce est un puissant oxydant, il agit plus généralement comme un réducteur 

dans des conditions physiologiques, c’est-à-dire qu’il aura tendance { donner son 

électron plutôt qu’en recevoir un supplémentaire [219]. L’anion superoxyde est 

également connu pour réagir très favorablement avec l’oxyde nitrique NO° pour former 

le très réactif peroxynitrite ONOO-, et intervient également dans la réaction d’Haber-

Weiss, pour former le radical hydroxyle HO°, lui aussi très réactif et délétère. Cette 

réaction est catalysée par des ions métalliques, notés    , n étant le nombre de 

charges (éq. 5.7) : 

 

  
       

           

→                      

 

La présence du peroxynitrite que nous avons détecté et quantifié par spectroscopie 

d’absorption UV-visible suggère l’existence antérieure de ce radical dans le plasma, ainsi 

que dans le liquide.  

Il existe de nombreuses méthodes de détection de l’anion superoxyde   
   et 

toutes ne seront pas citées ici. Elles peuvent être regroupées en deux grandes 

catégories : les méthodes spectrophotométriques, et les méthodes non-

spectrophotmétriques [264]. La méthode de détection dépendra de la façon dont l’anion 

est généré. Par exemple, s’il provient de la réduction de l’oxygène, l’électrochimie 

apparaît comme un outil de choix. Dans les systèmes biologiques, le   
   relâché par les 

cellules peut être mesuré par réduction du cytochrome c pour former le 

5.6 

5.7 
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ferrocytochrome c, détectable en spectroscopie d’absorption UV-visible à 550 nm. Dans 

les cellules, la réduction du NBT (nitro blue tetrazolium) permet de le détecter par 

spectrophotométrie. Comme cette espèce est radicalaire, la RPE est également une 

bonne méthode de détection, { condition d’utiliser un piégeur tel que le DMPO (5,5-

Diméthyl-1-pyrroline N-oxyde).  

 

L’électrochimie a été mise en oeuvre pour le détecter dans nos conditions 

d’expérience. L’oxydation de l’anion superoxyde se produit à potentiel de 0,1 V sur 

microélectrode de carbone vs. ECS (Electrode au Calomel Saturé) selon la réaction à 1 

électron suivante [259] (éq. 5.8) : 

 

  
           

 

Ce potentiel d’oxydation est susceptible de varier en fonction de la nature de l’électrode 

de travail (or, platine etc…) et de la référence (Ag/AgCl par exemple). Nous avons 

effectué des mesures par voltamétrie cyclique sur les deux électrodes de travail dans 

une solution de 6 mL de PBS (10 mM, pH 7,4 sous agitation magnétique) exposée à 

divers plasmas environnés : 100% N2, 20% O2 et 100% O2. Les mesures ont été 

effectuées dans une gamme de potentiels variant de -0,2 { 0,5 V pour s’affranchir de 

l’oxydation des ions nitrites que nous n’avons pas besoin d’observer ici. Les résultats 

présentés ci-dessous correspondent à des cycles réalisés avec l’électrode WE 2 dans du 

PBS exposé au plasma environné par 100% N2 (Figure 5.33). 

5.8 
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Figure 5.33 : Mesures par voltamétrie cyclique in situ entre -0,2 et 0,5 V appliquée à une UME 
platinée dans du PBS (10 mM, pH 7,4) exposé au plasma environné par 100%N2, pendant environ 
40 minutes. La vitesse de balayage est de 20       . 

 

Sur les premiers cycles (Figure 5.33 (a)), on observe tout d’abord un léger saut de 

courant de 0,76 nA accompagné d’un décalage en potentiel de 24 mV lorsque le plasma 

est allumé, ces valeurs étant similaires à d’autres mesures (voir Table 5.1). Sur les 

premières minutes de traitement, le courant correspondant certainement à H2O2 

augmente (vers 0,3 V) et reste stable par ailleurs. A partir de 10 minutes d’exposition, le 

courant d’oxydation de H2O2 persiste { augmenter, et on voit une vague d’oxydation se 
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dessiner à 0 V associée à une augmentation du courant de réduction à -0,2 V (Figure 5.33  

(b)). Cette tendance globale se poursuit dans les minutes qui suivent et la vague 

d’oxydation { 0 V a gagné en intensité de courant. Le plasma est stoppé { environ 40 

minutes de traitement, ce qui se traduit par un pic de courant sur le cycle (Figure 5.33  

(c)). Les cycles post-plasma montrent que la vague d’oxydation disparait 

progressivement et que le courant de réduction entre -0,2 et 0 V augmente assez 

fortement sur environ 20 minutes. En revanche, le courant à 0,3 V chute d’abord suite { 

l’arrêt du plasma (cycle noir → cycle vert) puis remonte très faiblement jusqu’{ la fin de 

la mesure, d’environ 1 nA.   

Nous avons effectué le même type d’expérience avec les plasmas environnés par 

20% O2 et 100% O2 , sauf que cette fois-ci la technique de voltamétrie cyclique est 

appliquée sur l’électrode WE 1, et la chronoampérométrie à 0 V est appliquée sur WE 2. 

Les voltamogrammes cycliques obtenus sont les suivants (Figure 5.34) : 
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Figure 5.34 : Mesures de voltamétrie cyclique in situ entre -0,2 et 0,5 V dans du PBS (10 mM, pH 
7,4) réalisées avant/après arrêt du plasma environné par (a) et (b)  20% O2 ; (c) et (d) 100% O2. La 
vitesse de balayage est de 20       . 

 

On constate que pour le plasma environné par le mélange 20% O2/80% N2, les cycles 

sont d’allure très similaire aux cycles obtenus avec 100% N2 et on retrouve notamment 

la vague d’oxydation ayant un plateau à 0 V (Figure 5.34 (a)). En revanche, les cycles 

obtenus lors d’une exposition au plasma environné par 100% O2 sont d’allure différente 

puisqu’ils ne présentent pas de vague d’oxydation { 0 V (Figure 5.34 (c)), ce qui montre 

que la production de l’espèce oxydée { ce potentiel dépend du gaz d’environnement 

utilisé. Lorsque le plasma est stoppé, on constate dans les deux cas l’augmentation du 

courant de réduction à -0,2 V, tandis que le courant relatif à H2O2 en oxydation est stable. 
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Par comparaison, les mesures obtenues sur l’électrode de travail WE 1 sont très 

similaires, comme en témoigne la comparaison des deux cycles obtenus juste avant arrêt 

du plasma (Figure 5.35). 

 
Figure 5.35 : Comparaison des cycles obtenus avec WE 1 et WE 2 avant arrêt 
du plasma, dans les mêmes conditions expérimentales que celles décrites à 
la figure précédente. 

 

Le courant d’oxydation mesuré entre 0,1 et 0,5 V est sans aucun doute lié au 

peroxyde d’hydrogène H2O2, de même qu’une partie du courant de réduction observé à -

0,2 V. La réduction de H2O2 se produit en effet selon la réaction (éq. 5.9) :  

 

                  

 

Ce point a été tout de même été vérifié en procédant { des ajouts successifs d’une 

solution concentrée d’H2O2 (100 mM) dans le PBS traité par plasma et laissé au repos (ce 

qui correspond au cycle obtenu à t = 1h04min10 de la Figure 5.33 (d). L’évolution des 

cycles suite à ces ajouts (Figure 5.36) montre que les courants d’oxydation et de 

réduction correspondant à H2O2 augmentent bien avec la concentration et les vagues d’ 

H2O2 sont parfaitement définies en terme de potentiel ou de cinétique (forme). De plus, 

le courant { 0 V n’évolue pas sur l’aller du cycle, mais augmente légèrement sur le retour 

du cycle (en valeur absolue). 

5.9 
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Figure 5.36 : Ajouts successifs d’une solution d’H2O2 (100 mM) dans le PBS traité par plasma et 
suivi par voltamétrie cyclique. La vitesse de balayage est de 20       . 

 

En revanche, la vague observée à 0 V correspond à une autre espèce, que nous n’avions 

jamais observée dans les cycles enregistrés en solution post-traitement plasma (voir 

Chapitres 3 et 4). Si on revient sur la Figure 5.9, on se rend compte que cette vague était 

déjà présente lors de cette autre expérience, mais moins bien définie car le potentiel 

s’arrêtait { -0,1 V. Cette vague d’oxydation, qui disparait une fois le plasma éteint, 

pourrait correspondre à celle de l’anion superoxyde   
  , et sa dismutation (éq. 5.6 :  

   
               ) probablement accélérée par l’acidification du PBS suite au 

traitement plasma (voir Figures 5.33 (d) et 5.34 (b)). 

Afin de visualiser différemment les vagues d’oxydation/réduction, nous avons 

procédé à une série de soustractions de cycles, notamment celle du courant de fond 

(courant mesuré dans du PBS non traité). Sur la Figure 5.37 (a) est représenté le cycle 

mesuré juste avant arrêt du plasma avant/après soustraction de la ligne de base. La 

vague d’oxydation du supposé anion superoxyde est alors bien visible et son potentiel de 

demi-vague      est de l’ordre de -0,07 V. La contribution du H2O2 est décrite par les 

Figures 5.37 (b) et (c), suite à la soustraction de la ligne de base aux cycles réalisés après 

plasma et après ajouts de H2O2, respectivement. Les vagues de réduction et d’oxydation 

de H2O2 sont alors parfaitement identifiées. On peut remarquer les vagues attribuées à 

  
   et H2O2 entre 0 et -0,2 V sont bien différentes en terme de potentiels (E1/2 = -115 mV 

pour la réduction de H2O2 par rapport à -0,07 V pour la vague d’oxydation d’  
  ) comme 

en terme de comportement électrochimique (vague réversible pour   
   puisque les 

courants positifs et négatifs sont équivalents, et vague irréversible de réduction d’H2O2). 
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Figure 5.37 : Soustraction de la ligne de base (a) du cycle obtenu avant arrêt du plasma ; (b) du 
cycle mesuré après arrêt du plasma et (c) du cycle mesuré après les ajouts de H2O2 dans la solution 
traitée par plasma.  
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L’évolution des cycles suite { l’arrêt du plasma soulève un certain nombre de 

questions. En effet, si on fait l’hypothèse que c’est bien l’anion superoxyde   
   qui est 

oxydé et détecté autour de +0 V, sa décomposition suite { l’arrêt du plasma devrait 

s’accompagner d’une augmentation du courant correspondant { H2O2, d’après la 

réaction de dismutation décrite précédemment (éq. 5.6). Or ce n’est pas le cas, seul le 

courant de réduction à -0,2 V augmente, et le courant à 0,3 V reste stable. Ceci peut 

signifier trois choses : 

- Le superoxyde est trop peu concentré pour voir une évolution de courant relatif à 

H2O2, compte-tenu en particulier de la stœchiométrie de la réaction (il faut 2   
   

pour 1 H2O2). 

- On a atteint un régime de non linéarité du courant avec la concentration pour la 

vague d’oxydation. 

- Il ne s’agit pas du superoxyde mais d’une autre espèce. 

La décomposition du superoxyde n’explique donc pas le courant de réduction mesuré à  

-0,2 V. Mais on observe également un courant non nul à -0,2 V : il pourrait s’agir de la 

réduction de l’oxygène, selon la réaction (éq. 5.10) :  

 

                  

 

 

 

Comme expliqué précédemment, des mesures par chronoampérométrie ont été 

effectuées pour compléter les données de voltamétrie cyclique sur l’oxydation de   
   

(Figure 5.38).  

 

5.10 
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Figure 5.38 : (a) et (b) (zoom sur le courant pendant le traitement plasma) : Analyses par 
chronoampérométrie menées en parallèle sur les deux électrodes de travail, à 0 et 300 mV dans 
une solution de 6 mL de PBS (10 mM, pH 7,4) traités par le plasma environné par 20% O2 puis ajout 
de 20 µL de H2O2 (100 mM) ; Mesure par chronoampérométrie à 0 V couplée à la voltamétrie 
cyclique dans le cas (c) 20% O2 et (d) 100% O2.  

 

Sur la Figure 5.38 (a), on observe que le courant d’oxydation mesuré à 300 mV (courant 

positif), correspondant à H2O2, commence à augmenter environ 2-3 minutes après que le 

plasma ait été allumé, et l’augmentation est linéaire jusqu’{ l’arrêt du plasma. Il s’en suit 

une légère augmentation qui pourrait être due à la dismutation du supposé   
  , avant 

stabilisation du courant. Nous avions déjà observé ces phénomènes lors 
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d’expérimentations antérieures (voir Figure 5.12). Lors de l’ajout de peroxyde 

d’hydrogène dans la solution de PBS, on constate un saut de courant très net, pour 

atteindre un plateau traduisant la stabilisation du courant. Ce chronoampérogramme 

traduit donc la génération de H2O2 en solution suite au traitement plasma.  

A 0 V, on peut supposer que le courant est la somme du courant de fond dû à la 

réduction des oxydes de platine et de leur interaction avec H2O2 [203], et de l’oxydation 

de   
  . Ce courant total hypothétique sera noté (éq. 5.11) :  

 

 t t         
      ed    de   t 

 
Nous constatons que le courant, qui est négatif au départ (~ -5 nA), ce qui est en accord 

avec ce que nous observons sur des voltamogrammes avant plasma, commence à 

évoluer au même moment que le courant à 300 mV. Ensuite, on voit que ce courant de 

réduction diminue en valeur absolue mais ne devient jamais positif, ce qui est 

incohérent vis-à-vis des voltamogrammes cycliques pour lesquels le courant devient 

bien positif à 0 V. Lorsque le plasma est stoppé, une diminution du courant vers les 

valeurs négatives est constatée car l’anion superoxyde n’est alors plus apporté par le 

plasma, celui présent en solution se décompose alors en H2O2 faisant augmenter le itot. 

De plus, la valeur du plateau de courant de réduction dépasse la valeur initiale, ce qui 

prouve qu’une espèce a été apportée en solution (H2O2). On ne peut pas parler ici de 

« saut » de courant car on voit bien que la descente est plus lente, ce qui traduit peut-

être une cinétique de réaction en solution, à savoir probablement la dismutation de   
   

pour donner H2O2. Enfin, lorsque l’ajout d’ H2O2 est effectué, on constate que le courant 

de réduction augmente mais environ trois fois moins que le courant d’oxydation associé.  

 

Par ailleurs, un zoom sur le signal (Figure 5.38 (b)) laisse apparaître des oscillations du 

courant, très régulières, associées à des légers décrochages du courant à 300 mV. Ces 

oscillations ont aussi été observées dans le cas de la voltamétrie cyclique couplée à la 

chronoampérométrie (Figures 5.38 (c) et (d)). Pour la condition 20% O2, on observe une 

tendance similaire à celle observée lors de la double chronoampérométrie. Lorsque le 

plasma est stoppé, l’augmentation du courant de réduction est en revanche un peu plus 

importante. Pour la condition 100% O2, les oscillations sont très marquées et le courant 

global de réduction augmente dès que le plasma est allumé, ce qui correspond à ce que 

nous avions observé sur les voltamogrammes (voir Figure 5.33 (c) et (d)). 

Il est important de considérer l’origine de ces oscillations, qui peuvent être d’ordre 

chimique, ou bien induites par les mesures d’électrochimie en elles-mêmes ou bien 

encore induites par une perturbation électromagnétique du plasma.  

 

Les expériences de voltamétrie cyclique menées in situ en temps réel suggèrent donc 

fortement la présence de l’anion superoxyde dans le PBS exposé aux plasmas environnés 

par 100% N2 et 20% O2/80%N2. Sa présence n’est en revanche pas observée dans le cas 

du plasma environné par 100% O2. Cependant, ces observations n’ont pas été 

5.11 
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reproductibles par la suite et nous n’avons donc pas pu investiguer davantage ces 

réponses de grand intérêt. Par ailleurs, les concentrations générées sont probablement 

assez faibles (quelques dizaines à une centaine de micromolaires), et la technique de 

voltamétrie cyclique n’offre pas la sensibilité pour les détecter { coup sûr. Nous avons 

donc réalisé des mesures de chronoampérométrie à 0 V notamment, potentiel auquel 

l’anion superoxyde est oxydé. Ces mesures ne permettent pas d’affirmer que l’anion 

superoxyde est généré en solution, mais l’hypothèse reste compatible avec les signaux 

observés. Afin d’augmenter la stabilité et la concentration de   
  , le pH de la solution 

pourrait être augmenté, car comme nous l’avons vu la réaction de dismutation de l’anion 

superoxyde fait intervenir les ions   . On pourrait également envisager de travailler 

dans un solvant aprotique organique type DMSO (diméthylsulfoxyde). On peut 

également citer le diméthylformamide (DMF) et l’acetonitrile (AcN), comme des solvants 

intéressants pour la génération de   
   [264], mais cela demanderait des études 

spécifiques de l’interaction de nos ondes d’ionisation avec ces solvants. 

 

L’ensemble de ces expériences d’électrochimie in situ ont été réalisées dans du PBS à pH 

physiologique. En comparaison, des tests ont également été réalisés dans du PBS à pH 

très basique (pH 12). 

 

 

5.3.2.2     PBS à pH 12 

 

La voltamétrie cyclique a de nouveau été employée ici, sur une gamme de 

potentiels similaire { celle choisie pour la détection de l’anion superoxyde, à savoir 

[-0,2 ; 0,65 V]. Les conditions expérimentales du traitement par plasma sont identiques à 

celles décrites à la section précédente. Le PBS a été préparé par ajouts d’une solution de 

NaOH dans le PBS à pH 7,4 pour atteindre un pH de 12. Ce PBS très basique a été exposé 

au plasma environné par le mélange 20% O2/80% N2, qui est le plus susceptible de 

produire l’anion superoxyde car c’est pour cette condition que nous avons observé la 

plus forte concentration en ONOO-, produit de la réaction de NO° avec O2°-. Les mesures 

ont été réalisées sur les deux électrodes de travail en simultané et les résultats obtenus 

sont identiques. Les cycles obtenus sur l’électrode WE 1 sont donc présentés Figure 

5.39. 
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Figure 5.39 : Mesures par voltamétrie cyclique in situ entre -0,2 et 0,65 V dans 6 mL PBS (10 mM, 
pH 12) exposés 40 minutes au plasma environné par 20% O2/80%N2 (a) pendant le traitement 
plasma ; (b) après extinction du plasma. La vitesse de balayage est de 20       . 

 

Lorsque le plasma est allumé, on observe un saut de courant de 0,74 nA associé à 

un décalage en potentiel de 21 mV. On observe une augmentation du courant global dès 

le premier cycle sous plasma. Le courant de réduction à -0,2 V n’évolue en revanche 

quasiment pas en comparaison du courant à 0 V par exemple. Lorsque le plasma est 

stoppé, on mesure à nouveau une chute du courant de 2,03 nA (donc plus importante 

qu’au départ) et le décalage en potentiel est très faible, environ 5 mV. Les résultats sont 

résumés dans la Table 5.4. 
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Tableau 5.4 : Valeur des sauts de courant et de potentiel 
relevés lors des mesures de voltamétrie cyclique dans du 
PBS (10 mM, pH 12) à l’allumage (ON) du plasma et 
lorsqu’il est éteint (OFF). 

 |Δi| (nA) |ΔE| (mV) 

Plasma ON OFF ON OFF 

20% O2 0,74 2,03 21 5 

 

Ces valeurs sont très similaires à celles que nous avions obtenues à pH 7,4. D’autre part, 

le courant est stable sur les minutes qui suivent l’arrêt du plasma. Pour identifier ce 

courant, nous avons réalisé une autre mesure par voltamétrie cyclique sur une gamme 

de potentiels plus large, [-0,1 ; 0,9 V] et nous avons comparé avec une solution de 

H2O2/NO2- à 1 mM (mélange équimolaire) préparée dans du PBS à pH 12. Seuls les cycles 

avant/après plasma sont représentés pour plus de clarté (Figure 5.40). 

 
Figure 5.40 : (a) Mesures de voltamétrie cyclique in situ entre -0,1 et 0,9 V dans 6 mL PBS (10 mM, 
pH 12) exposés 40 minutes au plasma environné par 20% O2/80%N2 ; (b) zoom sur la gamme de 
potentiels [-0,1 ; 0,7 V]. La vitesse de balayage est de 20       . 
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Le courant est très élevé { partir de 0,8 V et correspond { l’oxydation des ions 

hydroxydes HO- (voir réaction 5.2). De -0,1 à 0,6 V, nous avons observé également une 

augmentation générale du courant. Par comparaison, une mesure a été réalisée dans une 

solution de H2O2/NO2-à 1mM, et on constate que la forme du courant est très similaire à 

celle obtenue sous plasma ou après plasma mais un courant est présent { 0,4 V, qui n’est 

pas visible sur l’échantillon de PBS traité par plasma. A priori, l’augmentation de courant 

que nous avons observée lors de l’exposition au plasma est probablement due { 

l’oxydation de H2O2 (HO2- à ce pH) uniquement.  

Le pH a par ailleurs été mesuré après un traitement plasma de 30 minutes, et une 

acidification a été observée. Le pH est en effet passé de 12 à 11,67±0,01 unités pH. Ceci 

est cohérent avec de précédentes mesures réalisées dans le PBS pH 12 exposé au plasma 

He/1% N2 (Chapitre 3), qui traduisait également une légère acidification du PBS basique. 

Etant donné qu’aucune vague d’oxydation additionnelle et clairement définie n’est 

observée, ces analyses dans du PBS basique (pH 12) ne permettent donc pas de conclure 

sur la formation de l’anion superoxyde suite { l’exposition de la solution de PBS au 

plasma environné par 20% O2/80% N2. 

 

5.3.3     Lien avec les mesures de SEO  

 

Comme expliqué au début de ce chapitre, les expériences d’électrochimie in situ 

que nous venons de présenter ont été réalisées en simultané avec des mesures de 

spectroscopie d’émission optique. Ces mesures ont été effectuées au plus près de la 

surface du liquide (en position P3 voir Figure 5.3), dans les limites imposées par le 

montage. Jusqu’{ présent, les mesures de SEO avaient été faites dans le tube en quartz, 

ou bien près de la sortie du tube mais jamais si proche du liquide.  

Il aurait été intéressant de détecter le NO° dans ces conditions, puisque c’est une 

espèce que nous avons étudiée en électrochimie in situ. Malheureusement, cela n’a pas 

été possible malgré une optimisation des paramètres pour arriver à le détecter. 

Par ailleurs, les résultats d’électrochimie in situ ont montré une production 

rapide et une accumulation des différentes espèces recherchées dans le PBS au cours du 

temps (H2O2 et NO2- notamment). D’autre part, les concentrations de H2O2 et NO2- par 

rapport { chaque composition du gaz d’environnement (par exemple H2O2 plus 

concentré pour 100% N2) correspondent aux tendances observées en SEO pour ces 

mêmes compositions (Intensité de HO° plus importante pour 100% N2), ce qui révèle 

des corrélations fortes entre les espèces chimiques présentes dans le gaz et celles 

présentes dans le liquide.  
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Conclusion générale et perspectives 

 

Cette thèse s’est inscrite dans un projet regroupant plusieurs partenaires ayant 

pour objectif d’étudier les effets biologiques induits par des ondes d’ionisation générées 

à pression atmosphérique et température ambiante sur le vivant, dans le cadre de la 

régénération tissulaire. Afin de comprendre les phénomènes physique, chimique et 

biologique mis en jeu, une étude de la phase liquide, intermédiaire entre le plasma et le 

vivant est nécessaire. Le présent travail avait donc pour objectif de mettre en place des 

techniques d’analyse physico-chimiques permettant de détecter et quantifier des 

espèces chimiques stables ou instables (RONS) au sein de milieux liquides 

physiologiques exposés { des ondes d’ionisation se propageant dans l’air ambiant. 

D’autre part, nous voulions établir des liens précis entre la réactivité chimique de la 

phase gaz et celle de la phase liquide. Nous avons également dû tenir compte de la 

complexité apportée par les multiples interfaces mises en jeu, à savoir les interfaces 

plasma-air, plasma-liquide et air-liquide. Il était notamment primordial de connaître 

l’influence de l’environnement gazeux du plasma afin de mieux appréhender et prévoir 

sa réactivité physico-chimique. 

 

Pour répondre à ces problématiques, plusieurs configurations pour la génération 

d’ondes d’ionisation { pression atmosphérique et température ambiante ont été mises 

en œuvre. Dans un premier temps, nous avons utilisé et étudié un réacteur permettant 

de générer des plasmas froids dans l’air ambiant. Afin de connaître l’influence de la 

composition du gaz initial sur la réactivité de l’onde d’ionisation, plusieurs compositions 

ont été testées.  

Un plasma initié { partir d’hélium pur a été comparé avec des plasmas initiés à 

partir d’hélium supplémenté en azote ou oxygène (1% du débit total). Ces plasmas ont 

été générés directement dans l’air ambiant, ce qui peut être problématique en cas de 

variations de paramètres externes (pression, température etc…). Les paramètres 

électrique et fluidique ont par ailleurs été fixés. Nous avons utilisé une tension créneaux 

pulsée d’amplitude 7,5 kV, de fréquence 10 kHz et de rapport cyclique 1%.  Le débit total  

de gaz a été fixé à 2 slm. Les effets sur une phase liquide composée d’un tampon aqueux 

à base de phosphates, le PBS (10 mM, pH 7,4), ont été analysés par différentes méthodes 

et techniques d’analyse physico-chimiques. Les différents plasmas ainsi générés ont été 

analysés d’un point de vue optique, par la technique de spectroscopie d’émission 

optique (SEO). Les mesures ont montré la présence d’un certain nombre de transitions 

associées à la formation d’espèces excitées dans un état radiatif, comme par exemple 

NO°, N2+ (FNS), O, ou HO°. Par ailleurs, la formation de ces espèces dans le plasma s’est 

montrée fortement dépendante de la composition initiale du gaz (He, He/1% N2 ou 

He/1% O2). Notamment, toutes les espèces chimiques excitées dérivant de l’azote sont 
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fortement favorisées avec les plasmas He et He/1% N2, tandis que des espèces dérivant 

de l’oxygène
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sont au contraire prédominantes pour le plasma initié à partir de He/1% O2. Grâce à une 

étude bibliographique, nous avons proposé des mécanismes de formation des 

différentes espèces détectées, qui pourraient s’appliquer dans nos conditions 

expérimentales. La richesse chimique des ondes d’ionisation générées suppose des 

effets certains lors du traitement de milieux liquides.  

 

L’électrochimie et la spectroscopie d’absorption UV-visible ont ainsi été 

sélectionnées pour détecter les espèces chimiques produites dans le PBS. Ces techniques 

se sont montrées très complémentaires et nous ont permis de mettre en évidence la 

présence d’espèces stables sur plusieurs heures après le traitement plasma : le peroxyde 

d’hydrogène H2O2 et les ions nitrite et nitrate (NO2- et NO3- respectivement). Ces espèces 

ont été détectées à hauteur de plusieurs centaines de micromolaires. De plus, nous 

avons montré que l’accumulation de ces espèces dans le PBS évoluait linéairement avec 

le temps d’exposition au plasma. La présence des ions NO2- et NO3- a été associée à des 

changements de pH du PBS, correspondant à son acidification sans toutefois outrepasser 

sa capacité tampon. Ces résultats sont en accord avec d’autres études menées dans des 

conditions expérimentales similaires. L’hypothèse qui prévaut pour l’acidification du 

PBS est la présence dans la phase gaz des acides nitrique et nitreux (HNO2, HNO3) qui 

d’après la littérature ont de grandes chances d’être produits dans le plasma. Ces acides 

une fois en solution, se dissocient et modifient l’équilibre des phosphates assurant 

normalement le maintien du pH à une valeur de 7,4. D’autre part, la présence d’ions en 

solution a été vérifiée par des mesures de conductivité, mais nous avons montré que 

cette technique n’était pas assez sensible pour détecter des centaines de µM en 

comparaison des 140 mM de NaCl composant le PBS. Enfin, nous avons mis en évidence 

un effet d’évaporation se produisant au cours du traitement plasma et ayant tendance à 

faire augmenter la conductivité. Cette évaporation n’est pas négligeable puisqu’environ 

la moitié du volume est perdue pour 30 minutes de traitement. D’autre part, nous avons 

pu observer que l’évaporation dépendait du plasma utilisé. Elle était plus forte avec le 

plasma He et plus faible avec le plasma He/1% O2, le plasma He/1%N2 étant 

intermédiaire. Cette évaporation a été attribuée au couplage existant entre l’onde 

d’ionisation et l’écoulement de gaz dans le réacteur. Par ailleurs, la vapeur d’eau est 

susceptible de pénétrer localement dans le plasma pour favoriser la production du 

radical HO°. Enfin, nous sommes parvenus à détecter une espèce instable très 

intéressante d’un point de vue biologique, l’ion peroxynitrite ONOO-. Nous l’avons 

stabilisé dans du PBS à pH très basique (pH 12), et les solutions traitées par le plasma 

He/1%N2 ont été analysées par spectroscopie d’absorption UV-visible. Ce plasma est en 

effet le plus susceptible de produire du peroxynitrite, car la teneur en NO° est la plus 

élevée pour cette condition. Grâce à cette technique et au coefficient d’absorption 

molaire relativement élevé de l’ion peroxynitrite (           n               ), 

nous avons pu le quantifier et les concentrations atteignent plusieurs dizaines de µM 

pour 10 minutes d’exposition dans 2 mL de PBS { pH 12. La présence de l’ion 

peroxynitrite { pH 12 renforce l’hypothèse qu’il existe aussi { pH physiologique mais se 
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décompose très vite en NO2- et NO3-. Il y aurait donc au moins deux sources de ces ions 

en solution.  

 

Les ondes d’ionisation précédemment décrites peuvent être sensibles aux 

variations extérieures car le plasma se propage dans l’air ambiant sur quelques 

centimètres. D’autre part, il est très probable que l’air ambiant vienne modifier 

localement la composition du plasma, ce que nous ne pouvons donc pas contrôler. Pour 

remédier à ces problèmes, nous avons utilisé une deuxième configuration, pour laquelle 

le réacteur est dit « environné ». Pour cela, nous avons modifié le dispositif expérimental 

précédent afin d’y intégrer un système de gaz permettant d’environner le plasma. Nous 

avons ensuite joué sur la composition en O2/N2 de ce gaz d’environnement. D’autre part, 

afin de s’assurer d’une protection importante vis-à-vis de l’air ambiant extérieur, nous 

avons réalisé les traitements de liquides en fermant le contenant (puits de plaque 6 puits 

couramment utilisées en biologie) par un bouchon. Le comportement du plasma vis-à-

vis du gaz d’environnement a été étudié par SEO sur deux positions distinctes : l’une 

proche du tube en quartz initial (le diélectrique constituant la DBD) et l’une située en 

bas du tube d’environnement. Pour ces deux positions, les résultats ont montré que 

l’intensité d’émission des espèces détectées (les mêmes que pour la configuration 

précédente) dépendait fortement de la composition en O2/N2. Notamment, la 

composition 20% O2/80% N2 (s’apparentant { l’air) s’est révélé être cruciale dans 

l’évolution des tendances. Par ailleurs, la composition 100% N2 s’est avérée 

particulièrement efficace pour la formation des espèces excitées de l’azote ainsi que du 

radical HO°. D’autre part, le gaz environné par 100% O2 a fait chuter considérablement 

l’intensité de certaines espèces émissives de l’azote. 

L’analyse du milieu liquide s’est révélée être en adéquation avec les tendances 

observées dans la phase gaz. Nous avons quantifié le H2O2 (quelques centaines de µM) et 

la concentration la plus élevée a été obtenue pour 100% N2 dans le gaz 

d’environnement. Or, nous avions observé que le radical hydroxyle HO° était 

majoritairement formé pour cette condition également. D’autre part, la tendance 

concernant les ions nitrite NO2- s’est révélée quelque peu différente puisque nous avons 

mesuré un optimum pour la composition 20% O2/80% N2. Cette condition correspond 

justement à des variations importantes du ratio ROS/RNS au niveau de la phase gaz. Les 

variations de pH que nous avons mesurées sont de plus en parfaite adéquation avec les 

concentrations en ions NO2-, ce qui renforce l’hypothèse de la présence antérieure de 

HNO2. Concernant les ions nitrate NO3-, leur tendance n’est pas très claire et leur analyse 

via une autre technique serait intéressante pour clarifier les choses. Par ailleurs, l’ion 

peroxynitrite a été quantifié dans ces conditions en utilisant la méthode décrite 

précédemment. L’évolution des concentrations (de l’ordre de la dizaine de µM) était 

identique à celle des ions nitrite, confirmant que ces deux espèces étaient liées (le 

peroxynitrite serait une molécule mère des ions nitrites). Enfin, le confinement propre à 

ce dispositif expérimental a permis de maîtriser le phénomène d’évaporation, qui ne 

dépendait pas du gaz d’environnement et a été réduit de moitié par rapport au 

précédent dispositif. 
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Jusqu’{ présent, les expériences menées nous ont permis de détecter 

principalement des espèces chimiques stables cinétiquement (H2O2, NO2- et NO3-) ainsi 

que le peroxynitrite. Mais ces analyses ont été effectuées post-traitement plasma et ne 

donnent pas d’information sur les processus chimiques en temps réel, c’est-à-dire 

pendant le traitement plasma. En effet, la production de ces espèces chimiques 

correspond à des processus impliquant des espèces à courte durée de vie (inférieure à la 

seconde), parfois très réactives et pouvant réagir avec les structures biologiques. Il est 

donc important d’avoir accès { ces espèces et pour cela, nous avons mis au point un 

montage permettant de réaliser des mesures électrochimiques in situ, en temps réel. Des 

mesures de SEO ont été réalisées en simultané, juste au-dessus de la surface du liquide 

car il est très probable que la réactivité chimique locale, au niveau de l’interface plasma-

liquide, soit primordiale pour la production des espèces chimiques en solution. Pour 

réaliser ce montage, nous avons utilisé le réacteur environné mais nous avons dû retirer 

le bouchon perdant ainsi en confinement. Après un long processus d’optimisation, un 

système à double électrode de travail a été réalisé, permettant d’effectuer des mesures 

différentes en parallèle. Nous avons recherché des RONS comme le radical oxyde 

nitrique NO° que nous savons exister dans le plasma, ainsi que l’anion superoxyde O2°-, 

précurseur de H2O2 et du peroxynitrite ONOO- suite à sa réaction avec le NO°. La 

technique de chronoampérométrie à double sauts de potentiel a été privilégiée pour 

détecter cette espèce et les mesures ont mis en évidence un courant d’oxydation 

correspondant très probablement au NO°. En complément, un test classique de détection 

du NO° { partir d’oxyhémoglobine HbO2 a été réalisé par  spectroscopie d’absorption 

UV-visible mais il n’a pas permis de confirmer la présence de ce radical. En effet, il existe 

de nombreuses espèces en solution susceptibles d’interférer et d’oxyder la sonde 

biologique HbO2. Pour que ce test soit optimal, il faudrait donc avoir une solution pure 

de NO°, exempte de toute autre espèce chimique susceptible d’oxyder l’HbO2, ce qui n’est 

pas du tout le cas des liquides exposés { des ondes d’ionisation produites { pression 

atmosphérique dans l’air ambiant. Nous pourrions envisager l’utilisation d’enzymes 

telles que la catalase et la SOD pour consommer respectivement le peroxyde 

d’hydrogène H2O2 et l’anion superoxyde O2°-. Mais comme nous l’avons expliqué, ces 

espèces sont responsables de réactions parasites car le H2O2 peut oxyder HbO2, et le O2°- 

réagit très rapidement avec le NO°. D’autre part, l’utilisation de ces espèces n’a d’intérêt 

que si elles pouvaient être ajoutées au PBS pendant le traitement plasma pour 

directement réagir avec les espèces réactives en question, or elles risqueraient d’être 

dénaturées par les UVs. Ainsi, l’ensemble de ces résultats de spectroscopie d’absorption 

UV-visible ne permettent finalement pas de conclure avec certitude sur la présence de 

l’oxyde nitrique NO°, par ailleurs fortement suspectée grâce aux analyses 

d’électrochimie in situ. 

 

D’autre part, il semble que nous ayons détecté l’anion superoxyde O2°- au cours 

de quelques expériences de voltamétrie cyclique, bien que ces résultats n’ont pas été 

reproductibles. En plus de ces espèces instables, les mesures de voltamétrie cyclique ont 

révélé la présence en solution de H2O2 et NO2- dès les premières minutes de traitement 
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plasma. Ces résultats ont été confirmés par des mesures de chronoampérométrie à 300 

et 850 mV (correspondant aux détections de H2O2 et NO2- respectivement), permettant 

des mesures fines des variations de courant et donc de concentration.  

Enfin, les mesures de SEO couplées à ces mesures électrochimiques ont consisté à 

suivre dans le temps et pour trois compositions de gaz d’environnement (100%N2, 

20%O2 et 100%O2) la production de quatre espèces excitées : l’ion   
       à 391 nm, le 

second ordre du N2 (FPS) à 761 nm, le second ordre du radical HO° à 618 nm et 

l’oxygène atomique O à 777 nm. Nous avons noté une diminution de l’intensité au cours 

du temps, a priori plutôt due à un artefact qu’{ un phénomène chimique. D’autre part, le 

ratio de ces espèces en fonction de la composition du gaz d’environnement s’est révélé 

très cohérent avec les ratios d’espèces chimiques détectées en solution, ce qui prouve le 

lien étroit entre la phase plasma et la phase liquide. 

 

Ces diverses études démontrent finalement l’importance de l’environnement 

gazeux du plasma, ce qui doit être pris en compte pour les applications en biomédecine. 

En effet, nous avons montré que ces ondes d’ionisation générées { pression 

atmosphérique et température ambiante étaient très sensibles aux variations 

extérieures. De plus, il peut paraître intéressant de pouvoir adapter la concentration des 

espèces chimiques en solution en fonction des besoins. Ceci serait tout à fait possible 

avec un système de réacteur environné, car nous avons vu que le ratio des espèces 

dépendait du gaz d’environnement choisi.  

 

Il serait idéal de pouvoir réaliser des analyses supplémentaires de la phase gaz, 

notamment parce que la spectroscopie d’émission optique ne permet pas d’avoir accès { 

la totalité des espèces chimiques présentes. Des mesures de spectroscopie d’absorption 

UV-visible seraient envisageables pour permettre la détection d’autres espèces. De plus, 

il serait nécessaire de pouvoir quantifier les espèces présentes dans le plasma, ce qui 

n’est pour l’instant pas possible avec notre système de mesure actuel. 

Nous avons rencontré quelques difficultés à protéger électriquement les 

électrodes pour l’électrochimie in situ, ce qui suggère la présence d’un champ 

électromagnétique important. Il pourrait donc être intéressant de quantifier ce champ 

électromagnétique dans le plasma, qui est susceptible d’avoir une influence sur les 

cellules en surface ou le tissu dans son ensemble lors de traitements. En effet, les 

champs électriques pulsés sont de nos jours connus pour perméabiliser des membranes 

cellulaires (création de pores) afin d’y faire pénétrer des entités chimiques ou 

biologiques. 

Pour finir, une étude approfondie d’autres types de milieux liquides exposés à des 

plasmas froids à pression atmosphérique serait également intéressante, comme par 

exemple des milieux organiques ou des milieux de culture cellulaire, bien que leur 

composition soit plus complexe que celle du PBS. Par ailleurs, il apparait à la vue des 

résultats obtenus lors de cette thèse qu’il est primordial de faire varier les paramètres 

plasma pour gagner en compréhension des phénomènes physico-chimiques dans les 

phases gaz et liquides.  
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Annexes 

Annexe 1 : Les différents types de claquage en fonction du produit pd 

 

Trois types de claquage sont à distinguer en fonction du produit pd (Figure A1.1) 

: pour des produits pd faibles, le claquage est de type « pseudo-spark » ; au minimum de 

la courbe de Paschen c’est le claquage type « Townsend ; et pour des produits pd élevés 

c’est le claquage de type « streamer ».  

 

 
Figure A1.1 : Zoom sur la courbe de Paschen et les différents types de claquage [8], [9]. 

 

 

Les caractéristiques I-V (courant-tension) permettent de savoir de quel régime de 

décharge il s’agit (Figure A1.2). Ces caractéristiques sont dépendantes de la pression p, 

de l’espace inter-électrode d et du gaz utilisé.  
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Figure A1.2 : Caractéristique I-V pour deux types de claquage : en bleu le 
claquage de type Townsend (basse pression) et en orange le claquage de type 
streamer ou spark (haute pression, aux alentours de la pression 
atmosphérique) [8], [9]. 

 

Ces caractéristiques courant-tension possèdent deux régions distinctes : dans la 

première, la tension et le courant augmentent progressivement. La décharge est « non-

entretenue », car il faut nécessairement une source extérieure d’ionisation. Ensuite, la 

tension augmente encore et le courant est amplifié de façon brutale : le phénomène 

d’avalanche électronique se produit (processus d’émission d’électrons primaires), mais 

la décharge n’est pas encore auto-entretenue car ces processus primaires ne sont pas 

suffisants. La décharge s’auto-entretient si la tension est encore augmentée, conduisant 

{ des processus d’émission d’électrons secondaires [265]. Le claquage a alors lieu, selon 

les différents types qui vont être décrits plus en détails ci-dessous (type Townsend ou 

streamer). 

 

 Claquage de type Townsend  
 

Pour générer un plasma, il existe plusieurs sources d’énergie évoquées 

précédemment. Ici, la source utilisée est d’origine électrique. Pour obtenir un plasma { 

partir d’un gaz initialement composé d’atomes et molécules { l’état neutre,  il faut 

appliquer un champ électrique  ⃗⃗⃗ (module noté E) entre deux électrodes, et l’espace 

inter-électrode (d) contient le gaz à ioniser. La différence de potentiel V ainsi appliquée 

met en mouvement les électrons germes présents { l’état naturel provenant du 

rayonnement cosmique ou de la radioactivité interne de la Terre [8] grâce à la force 

électrique  ⃗ = –e  ⃗⃗⃗ avec -e la charge d’un électron (               ). La Figure A1.3 ci-

dessous illustre ce phénomène physique :  
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Figure A1.3 : Schéma d’un dispositif de décharge électrique { l’état initial 
entre deux électrodes planes et parallèles (d’après [93]). 

 

Les électrons présents à la cathode sont donc les premiers mis en mouvement. Ils 

vont ensuite entrer en collision avec des molécules et/ou atomes présents dans le gaz, 

conduisant à leur ionisation si l’énergie des électrons est suffisante pour leur arracher 

un autre électron (voir partie 1.4.1 pour les détails de ces processus d’ionisation). Ce 

phénomène se produit en cascade, on parle d’avalanche électronique (Figure A1.4). Ce 

phénomène est décrit par un coefficient de Townsend, noté α (en     ), qui correspond 

{ la production d’électrons par unité de longueur le long du champ électrique [1] (éq. 

A.1) : 

 
   

  
         

 

où la densité électronique    dans la direction x (coordonnées cartésiennes) s’exprime 

donc après résolution de l’équation précédente par [1] (éq. A.2) : 

 

            
     

 

où     est la densité électronique { l’état initial c’est-à-dire avant d’appliquer le champ 

électrique. Il est à noter que ces électrons primaires génèrent un faible courant   . 

 

(A.2) 

(A.1) 
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Figure A1.4 : Avalanche électronique conduisant à   électrons à 
partir de     électrons { l’état initial (d’après [8], [93]). 

 

Cette avalanche électronique va donc produire des ions positifs et des électrons, à leur 

tour mis en mouvement par le champ électrique et dirigés vers l’anode. Chaque électron 

primaire généré produit ainsi (      – 1) ions positifs qui vont subir une force électrique 

 ⃗  = q  ⃗⃗ (q la charge de l’ion positif, en Coulomb) les dirigeant vers la cathode. Ces ions 

vont arracher des électrons (dits « secondaires ») à la surface de la cathode, au nombre 

de γ(      – 1) (Figure A1.5). Ces électrons secondaires seront plus efficaces pour ioniser 

le milieu car ils vont parcourir tout l’espace inter-électrode, en comparaison avec des 

électrons présents au milieu de cet espace inter-électrode. Cette émission secondaire 

d’électrons { la cathode est caractérisée par un second coefficient de Townsend γ, 

compris généralement entre 0,01 et 0,1 [1].  

 
Figure A1.5 : Emission d’électrons secondaires { la cathode (d’après [93]). 

 

 

Le courant à la cathode est alors la somme du courant    et du courant dû aux électrons 

secondaires émis { la cathode. Le courant total { la cathode s’exprime donc ainsi [1] (éq. 

A.3) :  
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     –     

 

Le courant dans le circuit extérieur est alors égal au courant électronique { l’anode, où le 

courant dû aux ions est nul. Ainsi, le courant total est donné par              
     , ce 

qui conduit à la formule de Townsend [1] (éq. A.4) :  

 

   
    

     

           –    
   

 

Le courant dans le gap inter-électrode ne peut être auto-entretenu que si le coefficient α 

devient assez grand pour que le dénominateur tende vers zéro. Dans ce cas, 

l’amplification du courant entre les deux électrodes tend vers l’infini, c’est-à-dire que la 

décharge peut s’auto-entretenir sans source d’ionisation extérieure. Il y a autant 

d’électrons créés que d’électrons absorbés par l’anode. La condition pour que la 

décharge s’auto-entretienne est donc que le second coefficient de Townsend respecte 

cette condition [1] (éq. A.5) : 

 

γ(      – 1) = 1     

 

Le claquage de type Townsend ne peut avoir lieu que pour des faibles pression et de 

faibles distances inter-électrodes ( pd < 4000 Torr.cm à pression atmosphérique et d < 5 

cm) [1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A.3) 

(A.4) 

(A.5) 
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Annexe 2 : Classification des états électroniques des molécules diatomiques 

 

D’après la référence [82] 

 

X : désigne l’état fondamental d’un électron 

A, B, C … : décrivent les états électroniques excités (ordre d’énergie croissant i.e. 

A=premier état excité etc…) s’ils ont le même nombre quantique de spin électronique S 

que l’état fondamental (même multiplicité). 

a, b, c… : si la multiplicité de spin est différente de celle de l’état fondamental. 

 pour les molécules homonucléaires (N2, H2, O2 …) :  

Λ = 0, 1, 2, 3 est le nombre quantique moment angulaire orbital électronique total de 

projection par rapport { l’axe internucléaire auquel correspond les lettres grecques Σ, Π, 

Δ, Φ etc…  

si Λ ≠ 0, les états sont doublement dégénérés car il y a deux directions possibles du 

moment angulaire. Le moment angulaire de spin électronique est défini par le nombre 

quantique S et la multiplicité est définie par 2S+1. La valeur de la multiplicité est écrite 

en haut à gauche de la lettre grecque.  

Si Λ = 0 (états Σ), la fonction d’onde peut être symétrique ou asymétrique par réflexion 

par rapport { tout plan contenant l’axe internucléaire. Ceci est exprimé par un « + » ou 

un « - » respectivement.  

 Les lettres g et u désignent la symétrie ou l’antisymétrie respectivement par 

rapport à l’inversion des noyaux de la molécule.  Ce cas ne concerne donc pas 

les molécules hétéronucléaires.  

 

Exemple : transition              du radical hydroxyle HO°, énergies de ses niveaux 

rotationnels  

 

     : A = premier état excité, 2 veut dire S=1/2 car 2S+1=2,   veut dire Λ = 0 
 

 
Figure A2.1 : niveaux rotationnels pour un niveau N de l’état      de la molécule HO° (issu de 
[83]). 
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    : X = état fondamental, 2 veut dire S=1/2,   veut dire Λ = 1 

 
Figure A2.2 : les états sont doublement dégénérés car Λ ≠ 0. Il y a donc 4 niveaux rotationnels pour 
un niveau N donné de la molécule HO° dans l’état      (issu de [83]). 

 

 

 
Figure A2.3 : Transition              de la molécule HO° (issu de [83]). 
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Annexe 3 : Platination des électrodes de travail pour les analyses 

d’électrochimie in situ 

 

 

 
Figure A3.1 : Suivi du processus de platination en 
chronoampérométrie pour les deux électrodes de 25 µm platinées à 
0,07 µC.µ    réalisé avant chaque expérience d’électrochimie in 
situ. 
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