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RÉSUMÉ 

Depuis 2020, le LUMEDLAB s’intéresse à l’application de la spectroscopie Raman sur les 

biofluides tels que la salive, le sang et l’urine. La spectroscopie Raman permet d’obtenir de 

l’information sur la composition moléculaire d’un échantillon. Or, deux signaux sont en 

compétition lors de l’acquisition de spectres, la diffusion Raman et l’autofluorescence. Tous deux 

sont intrinsèques à l’échantillon imagé. La fluorescence, lorsque trop importante, apporte le 

problème de confusion des bandes Raman donnant l’information sur la composition moléculaire 

de l’échantillon. Ceci limite le rapport signal Raman sur signal de fond (SBR) ainsi que le rapport 

signal sur bruit (SNR) des spectres Raman. La solution proposée est la jonction d’une source 

photoblanchissante à un système de spectroscopie Raman déjà opérationnel afin de supprimer 

l’autofluorescence d’échantillons biofluides. Le photoblanchiment se base sur la dénaturation des 

fluorophores endogènes responsables de la fluorescence de l’échantillon biologique. La méthode 

est développée pour la détection de spectres de la salive humaine. Des tests sont faits sur des 

échantillons inertes ayant une forte réponse Raman et en fluorescence, tels que des graines de 

sésame, de la poudre de collagène pur et un modèle de salive afin d’optimiser les paramètres 

expérimentaux du protocole. Les tests finaux sur la salive humaine démontrent que la méthode 

valide l’objectif du projet avec environ en moyenne 40% du niveau initial de fluorescence supprimé 

pour les échantillons de salive séchée à l’air ambiant et 30% pour celle liquide. La salive sèche 

obtient un gain moyen de SBR de la bande Raman 1003 cm-1 de 1% et celle liquide, un gain moyen 

de 0,1%, ce qui représente une augmentation moyenne d’environ 85% et 10% respectivement. La 

salive sèche, en moyenne, obtient un gain d’environ 0,005 de SNR par rapport à sa valeur initiale, 

une amélioration d’environ 33% et un gain de 0,003, soit une amélioration de 17% pour celle 

liquide. Or, la moitié des échantillons de salive sèche ainsi que quelques gouttes de salive liquide 

ont subi un regain de fluorescence. Ces spectres n’ont pas eu des améliorations aussi marquées, 

mais ils ont quand même obtenu une amélioration de qualité de signal. L’analyse de ces résultats a 

permis de déterminer que la jonction photoblanchissante du montage expérimental n’est en fait pas 

la cause de ces améliorations, mais le laser Raman lors de l’acquisition des spectres. Ainsi, la 

recommandation principale de ce mémoire est de poursuivre cette étude en omettant l’ajout de la 

source photoblanchissante blanche et de simplement exposer l’échantillon au laser Raman avant 

l’acquisition jusqu’à stabilisation de la suppression du signal de fluorescence, qui correspond à 30s 

d’exposition selon les expériences faites sur des échantillons de salive sèche.  
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ABSTRACT 

Since 2020, the LUMEDLAB has been interested in the application of Raman spectroscopy on 

biofluids such as saliva, blood and urine. Raman spectroscopy provides information on the 

molecular composition of a sample. However, two signals compete during spectral acquisition: 

Raman scattering and autofluorescence. Both are intrinsic to the imaged sample. When 

fluorescence is too high, it causes the problem of confusing the Raman bands which provide 

information on the molecular composition of the sample. This limits the Raman signal to 

background signal ratio (SBR) as well as the signal-to-noise ratio (SNR) of the Raman spectra. The 

solution proposed by this Master thesis is the add-on of a photobleaching source to an already 

operational Raman spectroscopy system to suppress the autofluorescence of biological samples. 

Photobleaching is based on the denaturation of endogenous fluorophores responsible for the 

fluorescence of the biological sample. The method will be developed for the detection of spectra 

in human saliva, but it can be generalized to other biological media such as tissues. Tests performed 

on inert samples with a strong Raman and fluorescence response, such as sesame seeds, pure 

collagen powder and a saliva model, optimize experimental parameters of the protocol. Final tests 

on human saliva showed that the method validates the project objective with approximately on 

average 40% of the initial level of fluorescence suppressed for air-dried saliva samples and 30% 

for liquid saliva samples. Additionally, dry saliva achieves an average SBR gain at the 1003 cm-1 

Raman band SBR of 1% and liquid saliva achieves an average SBR gain of 0,1%, representing an 

average increase of approximately 85% and 10% respectively relatively to their initial values. On 

average, air-dried saliva samples gain about 0,005 in SNR of their Raman spectra compared to their 

initial value, a 33% increase and liquid saliva samples gain about 0,003 in SNR, a 17% increase. 

However, half of the dry saliva samples as well as a few drops of liquid saliva experienced 

fluorescence recovery. These spectra did not achieve as significant improvements, they still 

however achieved signal quality improvements in both SBR and SNR. Indeed, the analysis of these 

results shows that the photobleaching extension of the experimental setup is in fact not the cause 

of these improvements but the Raman laser during the acquisition of the spectra. Thus, the main 

recommendation of this thesis is to continue this study by omitting the addition of the 

photobleaching source and simply exposing the sample to the Raman laser before spectral 

acquisition until the suppression of the fluorescence signal stabilizes, which corresponds to 30s of 

exposure according to experiments carried out on dry saliva samples. 
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION 

La guérison du cancer est le problème séculaire de l’oncologie. Plusieurs théories ont émergé 

au fil des siècles, mais l’essentiel reste que pour les cancers non métastatiques un enjeu majeur est 

de complètement enlever la tumeur afin d’éliminer les risques de récidive. [1] La spectroscopie 

Raman vient aider dans cette lutte par sa capacité à discerner les tissus cancéreux des tissus sains 

en identifiant l’empreinte digitale d’un échantillon associée à sa composition moléculaire. En effet, 

les tissus cancéreux ont des traits moléculaires distinctifs associés à différentes manifestations de 

processus oncogéniques d’origine génétique. Ceci peut inclure certaines protéines plus ou moins 

abondantes et la modulation de certains lipides associés aux métabolismes des tumeurs. Les 

tumeurs sont aussi très souvent associées à une plus forte densité de vaisseaux sanguins due à 

l’angiogenèse. [2]  

1.1 Problématique 

Bien qu’elle ait été démontrée hautement sensible et spécifique pour la détection de tissus 

cancéreux, la spectroscopie Raman a néanmoins ses limites. Les échantillons biologiques 

contiennent généralement des molécules qui sont naturellement fluorescentes et les signaux qui en 

résultent posent un problème lors de l’acquisition de spectres Raman. En effet, lorsque la 

fluorescence d’un échantillon est trop importante, les bandes du spectre Raman se confondent au 

signal de la fluorescence, ce qui limite le rapport du signal Raman sur signal de fond (SBR, du 

terme anglais signal-to-baseline ratio) pouvant être détecté. Ceci résulte notamment du fait que la 

section efficace de la diffusion Raman est beaucoup plus faible que celle de la fluorescence à 

pareille intensité d’excitation. [3]  

Des méthodes de traitement de signal post-acquisitions ont été développées au cours des années 

afin de remédier à ce problème. Cependant, si la fluorescence intrinsèque de l’échantillon est telle 

que le rapport signal-sur-bruit (SNR, du terme anglais signal-to-noise ratio) du spectre est 

fortement affecté, le spectre une fois traité numériquement ne sera pas d’aussi bonne qualité qu’un 

spectre associé à un plus bas niveau de fluorescence. C’est pourquoi ce projet propose de résoudre 

le problème de la fluorescence en amont, en supprimant la fluorescence de l’échantillon biologique 

par photoblanchiment avant la détection d’un spectre Raman. 
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En 2018, PhD Joannie Desroches démontre pour la première fois l’intégration d’une sonde-aiguille 

de biopsie commerciale pour des mesures de spectroscopie Raman de tumeurs cérébrales in vivo. 

Or, le problème du compromis entre la qualité du signal Raman et le temps d’acquisition reste un 

enjeu de taille. En effet, dans le cadre d’études cliniques, une contrainte attendue est la limitation 

de l’exposition laser afin de minimiser les dommages des tissus et donc n’assure pas la qualité du 

signal Raman. [4] 

Marchant dans ses pas, en 2022, PhD Fabien Picot présente sa thèse qui vient répondre au problème 

de localisation exacte des tissus cancéreux de prostate en utilisant le contraste moléculaire en 

combinant la spectroscopie Raman, la spectroscopie de fluorescence et la tomographie optique 

diffuse pour optimiser le guidage chirurgical afin de distinguer les tissus sains/bénins des cancéreux 

de la prostate in situ et ce pour la première fois avec ces techniques. [5]  Le LUMEDLAB a étudié 

une panoplie de tissus humains au fils des ans, la prostate est de loin le plus fluorescent, tissus 

sains/bénins et cancéreux confondus.  

Depuis 2020, le LUMEDLAB s’intéresse aux biofluides. Comme énormément de laboratoires de 

recherche lors de cette période, le LUMEDLAB a contribué à la conception de tests rapides pour 

la détection de COVID-19. L’idée est de mettre à profit la capacité de détection du portait 

moléculaire du virus via spectroscopie Raman en testant la salive du patient au lieu du test nasal 

inconfortable. Cependant, la salive est un échantillon dont la composition très variante, non 

seulement d’un individu à un autre, mais aussi au courant de la journée pour une même personne. 

Ceci s’explique par un éventail de facteurs confondants tels que les habitudes alimentaires et 

hygiéniques, le cycle hormonal ou encore si l’individu est fumeur ou non pour n’en nommer que 

quels exemples. [6] Tous ces facteurs viennent affecter le niveau d’autofluorescence de 

l’échantillon de salive et quelquefois celui-ci peut même saturer les capteurs du système rendant la 

mesure inutilisable.  

1.2 Hypothèse de recherche 

Ce projet repose sur l’hypothèse qu’il est possible d’imager des régions spécifiques d’un spectre 

avec de meilleures valeurs numériques associées au SBR et au SNR à l’aide d’une méthode de 

suppression de l’autofluorescence des échantillons biologiques, le photoblanchiment. 



3 

 

1.3 Objectifs 

L’objectif principal de ce projet consiste à développer un système de spectroscopie Raman 

accompagné par une méthode pouvant supprimer l’autofluorescence lors de l’acquisition de 

spectres Raman. La méthode sera développée pour la détection de spectres de salive humaine, mais 

la méthode peut être généralisée à d’autres milieux biologiques tels que les tissus. 

Le mémoire est subdivisé en trois sous-objectifs : 

1. Concevoir le système et valider son fonctionnement à l’aide d'échantillons simples avec 

un fort signal Raman tels que des graines de sésame. 

2. Réaliser la preuve de concept de la méthode à l’aide d’échantillons biologiques et inertes 

tels que de la poudre de collagène pure et un modèle de salive humaine afin de peaufiner 

la méthode avant de faire des tests sur des biofluides. 

3. Réaliser des acquisitions sur des échantillons biofluides comme de la salive humaine, afin 

de démontrer une optimisation des métriques de qualité du signal (SNR, SBR) grâce à la 

méthode développée en la comparant à des résultats de spectroscopie Raman classique, c.-

à-d. sans photoblanchiment. 

1.4 Plan du mémoire 

Ce mémoire est réalisé en 5 parties, en omettant celle-ci. Il débute par une revue de littérature 

(Chapitre 2) qui établit les bases théoriques du projet. Puis, la méthode expérimentale qui a permis 

de réaliser les objectifs ci-dessus est présentée (Chapitre 3) de même que les résultats en découlant 

dans le chapitre suivant (Chapitre 4). En outre, une analyse des avantages et limites de la méthode 

sera présentée dans un chapitre de discussion générale (Chapitre 5). Finalement, des conclusions 

et recommandations sont présentées dans le dernier chapitre (Chapitre 6).   
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CHAPITRE 2 REVUE DE LITTÉRATURE  

Ce chapitre établit les bases des concepts importants à la compréhension des expériences et 

résultats obtenus lors de cette étude explorant le photoblanchiment comme méthode de suppression 

de la fluorescence des échantillons. 

2.1 Fluorescence 

Ce phénomène se produit sous certaines conditions. L’origine de la fluorescence provient d’un 

fluorophore, une molécule produisant la fluorescence. Elle comporte généralement un ou plusieurs 

groupes aromatiques, une boucle de carbone hexagonale cyclique, ou une molécule planaire ou des 

liens π, donc essentiellement plusieurs électrons de liens covalents. [7] La fluorescence est le 

résultat d’état singulets excités suivi d’une conversion interne vers le niveau inférieur de l’état 

excité puis d’une émission d’un photon moins énergétique que celui absorbé, tel qu’illustré à la 

Figure 2.1. 

 

Figure 2.1. Diagramme Jablonski de la fluorescence. Excitation en vert, conversion thermique en 

noir pointillé, conversion interne en bleu pointillé et émission en rouge. [3] 

Le spectre d’émission de fluorescence est intrinsèquement relié à la structure moléculaire du 

fluorophore et à celle du solvant dans lequel il se trouve. [8] Le spectre d’émission est aussi 

indépendant de la longueur d’onde d’excitation la majeure partie du temps et surtout dans le cadre 

d’échantillons biologiques, c’est ce qu’on appelle la loi de Kasha-Vavilov, portant les noms du 

spectroscopiste moléculaire américain Michael Kasha et le physicien soviétique Sergueï Ivanovitch 

Vavilov. Il s’agit d’un corolaire de la loi Kasha qui quant-à-elle stipule que le niveau d'émission 

d’un spin de moment angulaire donné est le niveau excité le plus bas de ce spin de moment 

angulaire. La loi de Kasha-Vavilov stipule donc que la fluorescence proviendra toujours de l'état 
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vibrationnel fondamental du niveau singulet excité le plus bas, le S1. [9] Donc, même si le photon 

est absorbé par le niveau S2, son photon de fluorescence ne sera émis que par le niveau S1, voir 

Figure 2.1. Évidement il y a des exceptions à cette loi, mais elles ne seront pas à l’étude ici, 

puisqu’elles n’interviendront pas dans le cadre d’un travail portant sur des échantillons biologiques.  

Le déplacement de Stokes (en anglais, Stokes shift) est le décalage entre le spectre d’absorption et 

d’émission d’un échantillon fluorophore. Il résulte du fait que l’énergie de l’excitation est plus 

grande que celle de l’émission. Ceci est dû notamment à la conversion thermique de l’électron dans 

le singulet S1, où une partie de l’énergie se dissipe en chaleur, tel qu’illustré à la Figure 2.1 par la 

flèche noire pointillée du diagramme de Jablonski de la fluorescence. D’autres causes possibles de 

ce décalage comportent la possibilité d’une conversion thermique interne d’un niveau supérieur 

vers un niveau inférieur de S0 lors de la phase de désexcitation, un effet du solvant, une formation 

d’un complexe ou d’un transfert énergétique entre molécules fluorescentes de l’échantillon. Le 

temps de vie de la fluorescence est de l’ordre de 10 ns. Ce phénomène est le résultat de transitions 

d’états énergétiques singulets tel qu’illustré à la Figure 2.1. [8]  

Il existe deux types de fluorophores, ceux qui produisent de la fluorescence dite intrinsèque à 

l’échantillon aussi appelée autofluorescence; les fluorophores endogènes. Les fluorophores 

exogènes quant à eux proviennent d’un marqueur qu’on ajoute à l’échantillon comme agent de 

contraste pour de l’imagerie par fluorescence par exemple. [7] 

2.1.1 Fluorophores exogènes 

Essentiellement les fluorophores exogènes sont des molécules injectées dans les tissus biologiques, 

soit par voie intraveineuse, soit par voie orale, à des fins d’agents de contraste ou de marqueurs 

cellulaires par exemple. La protéine fluorescente verte (GFP) et la rhodamine sont des exemples 

bien connus pour ces applications. [8], [10] En effet, le meilleur moyen pour éliminer les tumeurs 

cancéreuses solides est l’excision chirurgicale de celles-ci. Ainsi, la démarcation des marges de 

ladite tumeur est essentielle à la guérison du patient. C’est pourquoi l’injection de fluorophores 

exogènes comme le vert d'indocyanine (ICG, Indocyanine green en anglais) est utilisée de manière 

routinière pour détecter puis exciser les ganglions lymphatiques affectés de sites métastasiques en 

temps réel lors de la chirurgie. [11] 
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2.1.2 Fluorophores endogènes 

L’autofluorescence est la fluorescence intrinsèque d’un échantillon, contenant des fluorophores 

endogènes. Ce mémoire vient étudier ce type de fluorescence. C’est pourquoi les termes 

fluorescence et autofluorescence y sont utilisés comme synonymes. Les fluorophores endogènes 

contrairement aux exogènes sont intrinsèques à la nature de l’échantillon biologique. De ce fait, il 

n’est pas possible de contrôler leur concentration comme pour les fluorophores exogènes. En outre, 

dans la majorité des cas, les fluorophores endogènes émettent dans le spectre du visible. [12]  

 

Les protéines sont généralement les macromolécules responsables de l’émission 

d’autofluorescence. Celles-ci sont construites à partir d’acides aminés tels que la phénylalanine, le 

tryptophane, la proline pour en nommer quelques-uns. Ceux-ci ont la particularité d’être 

aromatiques, ce qui favorise leur émission de fluorescence par leur électrons délocalisés de leur 

composé aromatique. Par ailleurs, le collagène et l’élastine sont des protéines abondantes dans les 

tissus biologiques, puisqu’elles remplissent une fonction de structure de ceux-ci, leur 

autofluorescence est donc elle-aussi très abondante. Par ailleurs, le nicotinamide adénine 

dinucléotide réduite (NADH) est aussi une source abondante d’autofluorescence à cause de son 

cycle nicotinamide réduit. [8] Cette coenzyme est une des plus importantes d’un organisme 

cellulaire, puisqu’elle est essentielle au métabolisme qui est responsable pour la production 

d’énergie cellulaire. [13], [14] 

2.2 Absorption  

L’absorption consiste en un transfert énergétique provenant d’un photon vers un atome et/ou d’une 

molécule. Une fois le photon incident absorbé, l’électron excité par celui-ci transitionne vers un 

état plus énergétique et est réémis sous forme de chaleur.  
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Figure 2.2. Diagramme de Jablonski de l’absorption. En vert, l’absorption d’états vibrationnels, en 

rouge l’absorption infrarouge. [3] 

Les différents types d’absorptions possibles, illustrée à la Figure 2.2, sont les transitions 

électroniques et vibrationnelles illustrées en vert où l’électron passe d’une orbitale à une plus 

énergétique et où les atomes de la molécule vibrent selon des modes de vibration différents. [3]  

Enfin, les transitions infrarouges en rouge sont un type de transitions vibrationnelles ou 

rotationnelles dépendamment de la position dans le spectre d’excitation se trouve dans infrarouge. 

Lorsque le photon incident se trouve dans l’infrarouge proche, il est plus probable que les 

transitions soient vibrationnelles et lorsque ces électrons relaxent et émettent des photons, ceux-ci 

permettent de déterminer la nature atomique de l’échantillon, ses groupes fonctionnels etc. Or, 

lorsque le photon incident est dans l’infrarouge lointain, les transitions rotationnelles sont plus 

probables et après la relaxation des électrons, les photons émis de ces transitions permettent 

d’obtenir de l’information sur les types de liens des composés moléculaires de l’échantillon. [15] 

C’est ce principe sur lequel se base la spectroscopie d’absorption. L’absorption se quantifie selon 

un coefficient propre à l’échantillon. Le coefficient d’absorption correspond à la densité volumique 

de l’échantillon par sa section efficace d’absorption, soit l’équation μa =Naσa. 
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Figure 2.3. Les variations des coefficients d’absorption de l’eau, l’oxyhémoglobine, la 

désoxyhémoglobine, la mélanie, le gras, l’élastine et le collagène en fonction de la longueur d’onde 

incidente, cette figure est tirée de [16]. 

À la Figure 2.3, les coefficients d’absorption des molécules fréquentes voire essentielles au 

maintien des tissus biologiques du corps humain y sont présentés. Dans le cadre d’étude sur les 

tissus biologiques et les biofluides, il est donc important de tenir compte de la fenêtre thérapeutique, 

appelée optical window sur la figure ci-haut. Cette fenêtre représente la région spectrale où 

l’absorption et la diffusion de l’ensemble de ces composantes essentielles du corps humain sont à 

leur minimum. Ainsi, ces longueurs d’onde sont à prioriser lors d’expériences sur des tissus 

biologiques pour en minimiser les dommages.  

2.3 Diffusion 

Selon le portrait classique de la diffusion, celle-ci résulte de l’interaction entre un champ 

électromagnétique (lumière) et un système moléculaire (échantillon). La lumière incidente vient 

perturber la distribution des charges des molécules de l’échantillon, ce qui induit un moment 

dipolaire  et ce même si les molécules ne sont pas polaires initialement. Le tenseur  représente 

la polarisabilité moléculaire, soit la capacité de perturber la densité électronique de l’échantillon à 

sa géométrie d’équilibre, le mode oscillatoire appelé ici q0. Comme le veut la physique, l’énergie 

du système demeure minimisée si la géométrie du système moléculaire se déplace pour modifier 

la polarisabilité pendant que la densité électronique quant à elle s’ajuste adiabatiquement pour 

ajuster temporairement la géométrie nucléaire, soit l’ensemble des modes vibrationnels appelés ici 

q. [17] 
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( 1 )                 𝜇⃑ = ∑ 𝜇⃑i = Polarisation macroscopique =  𝛼̃𝐸⃑⃑externe = 𝛼̃ 𝐸⃑⃑0 cos(𝜔0𝑡) 

Cette somme de ces moments dipolaires représente une seconde source de champ 

électromagnétique irradiée par les molécules de l’échantillon, soit la diffusion. Lorsque la série de 

Taylor du tenseur de polarisabilité est développée on obtient : 

𝛼 =  𝛼(𝑄) =  𝛼0 +  ∑ [
𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

𝑞 +  
1

2
[

𝜕2𝛼

𝜕𝑞𝜕𝑞′
]

𝑞0𝑞′
0

𝑞𝑞′

𝑁

𝑞=1

+ 𝑂(𝑞3) 

Où q = q0 cos(qt), les modes normaux des déplacements géométriques du système moléculaire et 

ceux-ci oscillent à une fréquence q. Il est important de noter que les modes rotationnels sont 

négligés, car le modèle classique n’a pas de modes discrets pour les rotations moléculaires. En 

gardant les 2 premiers termes de la polarisabilité et en remplaçant le mode q par son expression 

générale on a : 

𝛼 ≈  𝛼0 +  [
𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

𝑞0 cos(𝜔𝑞𝑡) 

L’équation du moment dipolaire devient : 

𝜇(𝑡) =  [𝛼0 +  [
𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

𝑞0 cos(𝜔𝑞𝑡)] ∙ 𝐸0 cos(𝜔0𝑡) 

𝜇(𝑡) =  𝛼0𝐸0 cos(𝜔0𝑡) + [
𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

𝐸0𝑞0 cos(𝜔𝑞𝑡) cos(𝜔0𝑡)  

Avec l’identité trigonométrique cosψ cosθ = ½ [cos (ψ - θ) cos (ψ + θ)], l’équation obtenue vient 

résumer cette section :  

( 2 )            𝜇(𝑡) =  𝛼0𝐸0 cos(𝜔0𝑡) +
𝐸0𝑞0

2
[

𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

cos([𝜔𝑞 − 𝜔0]𝑡) +
𝐸0𝑞0

2
[

𝜕𝛼

𝜕𝑞
]

𝑞0

cos([𝜔𝑞 + 𝜔0]𝑡) 

Le premier terme représente soit la diffusion Rayleigh soit la diffusion de Mie selon le contexte, le 

deuxième, la diffusion Raman Stokes et le troisième, la diffusion Raman anti-Stokes. [17] 
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2.3.1  Diffusion Rayleigh   

Ce phénomène fut publié par Lord Rayleigh en 1871 où il a démontré que l’intensité de cette 

diffusion est inversement proportionnelle à 𝜆4. On s’intéresse au contenu moléculaire de 

l’échantillon. Donc, les diffuseurs à l’étude sont des molécules. La longueur d’onde incidente et 

monochromatique (785 nm dans le cas à l’étude) est supérieure à la taille moléculaire de 

l’échantillon, souvent de l’ordre du nanomètre. [18] À titre d’exemple, le rayon de la molécule de 

l’acide désoxyribonucléique (ADN) est de 1 nm. [19] Quand la lumière incidente à un échantillon 

elle peut soit être absorbée si l’énergie des photons correspond à la séparation de 2 niveaux 

énergiques de la molécule échantillon. Cependant si la lumière n’est ni transmise ni diffusée par 

l’échantillon, la lumière sera alors diffusée à une longueur d’onde/fréquence inchangée tel 

qu’illustré au centre de la Figure 2.4. [20]  On parle alors de diffusion Rayleigh. 

𝜆𝑑𝑖𝑓𝑓𝑢𝑠é = 𝜆𝑖𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡 

Pour faire le lien avec l’équation ( 2 ), il s’agit de son premier terme où le mode vibrationnel est 

identique à celui de l’onde incidente, soit :  

( 3 )                                                                 𝜔𝑞 = 𝜔0  

2.3.2 Diffusion de Mie 

Lorsque l’échantillon et la longueur d’onde incidente sont de tailles comparables ou si l’échantillon 

est de taille supérieure la longueur d’onde incidente, il est alors question de diffusion de Mie. Cette 

diffusion prédomine donc lors d’expériences sur des tissus biologiques, puisqu’ils sont composés 

de molécules de l’ordre des nanomètres à des organelles ou des cellules de l’ordre des micromètres. 

Comme la diffusion de Rayleigh, la diffusion de Mie émet la même longueur d’onde que la 

longueur d’onde incidente à l’échantillon, tel que conclu à l’équation ( 3 ). [14] 

2.3.3 Diffusion Raman  

Il y existe deux types de diffusion Raman, la diffusion Raman Stokes et Anti-Stokes. À l’équation 

( 2 ) le terme de diffusion Stokes est décalé vers le rouge en termes de fréquence et celui de diffusion 

anti-Stokes vers le bleu tel qu’illustré à la Figure 2.4.  
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Figure 2.4. Diagrammes de Jablonski de la diffusion Rayleigh ou de Mie, Raman Stokes et Anti-

Stokes. [3] 

Dans le cadre de ce projet, seule la diffusion Raman Stokes sera considérée, car à l’équilibre 

thermodynamique les molécules ne sont pas assez énergétiques pour générer une assez grande 

population aux niveaux vibrationnels pour activer le phénomène de diffusion Raman Anti-Stokes. 

Donc à l’équilibre thermodynamique, la diffusion Raman Anti-Stokes est statistiquement moins 

probable que la diffusion Raman Stokes. [21] Ceci est aussi logique selon l’équation ( 2 ), puisque 

la diffusion Anti-Stokes est décalée vers le bleu par rapport à la fréquence incidente du laser et 

donc ces photons sont plus énergétiques (0  q), nécessitant une transition énergétique plus 

élevée.  En se concentrant sur le 2e terme de l’équation ( 2 ), la diffusion Raman Stokes, qui donne 

de l’information sur la composition moléculaire de l’échantillon, car les oscillations des liens 

moléculaires provoquent une formation de moment dipolaire qui induit un transfert d’électron vers 

un état virtuel puis relaxe vers un état plus excité que celui dans lequel il était initialement, ce qui 

explique le décalage vers le rouge en termes de fréquence de ce type de diffusion. 

( 4 )                                                               𝜔0 > 𝜔𝑞 

Or, pour que cette transition ait lieu il faut que le terme de dérivée partielle de la polarisabilité du 

mode à l’équilibre q0 ne soit pas nul. Il faut donc respecter des règles de sélection.    

2.3.4 Règles de sélection Raman et IR 

Les bandes Raman et les bandes d’absorption permettent de déterminer la construction moléculaire 

d’un échantillon imagé. Ces bandes peuvent être prédites à l’aide de règles de sélection dérivées 

de la théorie des groupes. [20] Ces règles de sélection, présentées au Tableau 2.1 permettent de 

prédire quelles bandes peuvent apparaitre sur le spectre, mais elles ne donnent aucune information 
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sur leur intensité. Il est donc possible qu’elles n’apparaissent pas sur le spectre lors de l’acquisition 

même s’il est physiquement possible qu’elles existent. Ces règles permettent notamment de 

distinguer les transitions résultant de la diffusion Raman Stokes et de l’absorption infrarouge (IR) 

et ainsi établir un portrait complet de la structure moléculaire de l’échantillon. Lorsque la bande 

existe elle est dite active et sinon inactive.  

Tableau 2.1. Résumé des règles de sélection Raman et IR. [17], [20] 

 
(

𝜕𝛼

𝜕𝑞
)

𝑞0

≠ 0 (
𝜕𝛼

𝜕𝑞
)

𝑞0

= 0 (
𝜕𝛼

𝜕𝑞
)

𝑞0

= 0 

 
(

𝜕𝜇

𝜕𝑞
)

𝑞0

= 0 (
𝜕𝜇

𝜕𝑞
)

𝑞0

≠ 0 (
𝜕𝜇

𝜕𝑞
)

𝑞0

= 0 

Raman Active Inactive Diffusion 

Rayleigh IR Inactive Active 

Dans le cas des transitions d’énergie vibrationnelle permises d’absorption IR, il faut s’intéresser au 

moment dipolaire généré par le déplacement du noyau moléculaire. L’électron passe du niveau 

vibrationnel ν’ au niveau ν’’ (où ν’’ >  ν’), le moment transitionnel est donné par la fonction 

d’onde : 

𝑅⃑⃑ =  ∫ 𝜓′∗𝜇⃑𝜓′′𝑑𝑞 

Avec ( 2 ) : 

𝑅⃑⃑ =  𝜇0⃑⃑⃑⃑⃑ ∫ 𝜓′∗𝜓′′𝑑𝑞 +  (
𝑑𝜇⃑

𝑑𝑞
)

𝑞0

∫ 𝜓′∗𝑞𝜓′′𝑑𝑞 + ⋯ 

Lorsque les fonctions propres sont orthogonales, le premier terme devient alors nul, laissant :  

( 5 )                                                𝑅⃑⃑ =   (
𝑑𝜇⃑⃑⃑

𝑑𝑞
)

𝑞0

∫ 𝜓′∗𝑞𝜓′′𝑑𝑞 + ⋯ 

On retrouve le terme de dérivée du Tableau 2.1. Le premier terme est non nul si et seulement si les 

valeurs propres des fonctions propres valent  
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𝜈 =  ± 1 

Comme il s’agit ici d’absorption seules les transitions de ν’ vers ν’’, 𝜈 > 0  ont une signification 

physique. La règle de sélection de l’absorption IR est donc :  

𝜈 𝐼𝑅 =  1 

L’intensité des bandes IR permises sont donc proportionnelles au carré du moment transitionnel 

|𝑅|⃑⃑⃑⃑⃑2 et donc : 

𝐼𝐼𝑅 ∝  (
𝑑𝜇⃑

𝑑𝑞
)

𝑞0

2

 

La même démarche est effectuée pour les transitions permises de diffusion Raman, au lieu du 

moment dipolaire, le tenseur de polarisabilité est utilisé. Résultant en le moment transitionnel :  

( 6 )                                                   𝑅⃑⃑ =   (
𝑑

𝑑𝑞
)

𝑞0

∫ 𝜓′∗𝑞𝜓′′𝑑𝑞 + ⋯ 

𝜈 𝑅𝑎𝑚𝑎𝑛 =  ± 1 

𝐼𝑅𝑎𝑚𝑎𝑛 ∝  (
𝑑

𝑑𝑞
)

𝑞0

2

 

Ici contrairement aux transitions IR, les transitions homonucléaires et hétéronucléaires sont 

permises dans la molécule, ce qui rend les transitions Raman Stokes vibrationnelles beaucoup 

moins sensibles à l’environnement de la molécule c.à.d. le solvant. [20]  

2.3.5 Spectroscopie Raman 

La diffusion Raman permet d’obtenir l’empreinte digitale de l’échantillon étudié. En effet, les 

différents pics de ces spectres correspondent aux vibrations des liens moléculaires en réponse à 

l’excitation de la lumière incidente à l’échantillon.  
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Figure 2.5. Montage de spectroscopie Raman classique. 

Le système de spectroscopie Raman de base est illustré à la Figure 2.5. À des fins d’allégement du 

texte, le laser d’excitation de spectroscopie Raman est nommé laser Raman. Il consiste en un laser 

à onde continu, dans le cas à l’étude à la longueur d’onde 785 nm, qui passe par un filtre passe-

bande à 785 nm afin d’assurer que seulement la longueur d’onde de laser ne se rendre à 

l’échantillon. Puis, le faisceau est dirigé vers un miroir dichroïque qui l’envoie dans un premier 

temps vers l’échantillon où le laser est mis au focus afin de générer de la diffusion Raman à 

l’échantillon. Ensuite, les 3 sources de lumières de l’équation ( 2 ) sont émises de l’échantillon et 

envoyées au miroir dichroïque pour ensuite passé par un filtre passe-haut pour filtrer la diffusion 

de Rayleigh et/ou de Mie et la diffusion Raman anti-Stokes, à la longueur d’onde d’excitation du 

laser. Une fois filtré, le signal est transmis au spectromètre et le spectre résultant est détecté par la 

caméra. Les spectres bruts sont ensuite enregistrés sur un ordinateur pour passer au travers du pré-

traitement de spectre Raman.  

Le spectre Raman d’un échantillon peut être divisé en deux parties. L’empreinte digitale 

moléculaire (200 à 2000 cm-1) et les spectres à nombres d’onde élevé ( 2000 cm-1). La région de 

l’empreinte digitale moléculaire est largement suffisante pour identifier le contenu moléculaire de 

la plupart des échantillons, mais lorsqu’un échantillon organique comporte une faible densité 

d’atomes d’hydrogène cette région spectrale devient plus intéressante à étudier. Le signal de la 

région de spectres à nombres d’onde élevé plus difficile à obtenir et ce particulièrement pour des 

échantillons biologiques ayant des fluorophores endogènes. [22] C’est pourquoi cette étude se 

limite à la région de l’empreinte digitale moléculaire pour l’analyse des spectres Raman.  
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Tableau 2.2. Les bandes Raman observées sur les spectres Raman bruts des différents échantillons 

utilisés dans le cadre de ce projet et les liens moléculaires et/ou les molécules qui si référent. (ν : 

étirement, δ : déformation, w : agitation, r : basculement, t : torsion) 

Graine de sésame 

Bande Raman [cm-1] Lien moléculaire/Molécule Référence 

718 r(CH2) [23] 

875 ν(C-C) [24] 

970 ν(C=O) / Sucre [23], [25] 

1004 Phénylalanine [6], [23], [24] 

1033 ν(C-N) / Proline [24] 

1063 - 1120 w(CH2), t(CH2), r(CH3) [25] 

1264 - 1031 δ(NH2) / Amide III [24] 

1400 r(NH2) / Amide III [25] 

1440 w(CH2) [26] 

1658 ν(C=C) / Amide I [24], [26] 

Poudre de collagène pure hydrolysée (peau bovine) 

Bande Raman [cm-1] Lien moléculaire/Molécule Référence 

811 ν(C-C) / squelette protéique [24] 

859 - 878 ν(C-C) / 4-Hydroxyproline [24] 

920 ν(C-C) / Proline [24] 

1003 Phénylalanine [6], [23], [24] 

1032 ν(C-N) / Proline [24] 

1095 δ(NCH) / Proline [24] 

1060 δ (carboxyle - OH) / Proline [27] 

1245 - 1270 C-N / Amide III [24] 

1318 δ(C-H) [24] 

1408 r(NH2) / Amide III [25] 

1448 δ (CH2, CH3) [24] 

1663 ν(C=O) / Amide I [24] 

Salive humaine (patients sains) 

Bande Raman [cm-1] Lien moléculaire/Molécule Référence 

1605 - 1665 δ(O-H) / Eau [28] 

Au Tableau 2.2, les différentes bandes Raman observées des échantillons utilisés lors de cette 

études et leur liaison moléculaire associée y sont présentées pour les échantillons utilisés lors de 

l’étude. 

2.3.6 Pré-traitement de spectres Raman  

Le pré-traitement des spectres Raman est essentiel à l’analyse de ceux-ci. La première étape 

consiste à tronquer les spectres, car il se peut que le spectromètre ait une fenêtre d’acquisition inclut 
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des longueurs d’onde coupées par le filtre passe-haut, Figure 2.5. Il faut donc tronquer cette chute 

d’intensité pour que ces valeurs n’interfèrent pas avec le reste du traitement des spectres. Il arrive 

que des rayons cosmiques soient détectés par la caméra. Ces artéfacts sont très faciles à distinguer 

des pics Raman par leur très haute intensité et donc à supprimer du reste du spectre.  Par la suite, 

les accumulations de chaque acquisition sont moyennées afin d’améliorer le SBR de chacune des 

acquisitions. Cette étape peut être omise dépendamment du type d’analyse à faire, dans le cadre de 

ce projet elle est omise pour l’analyse du photoblanchiment causé par le laser Raman. Ensuite, il 

faut aussi supprimer les différentes sources de bruits externes au système de ces acquisitions, c’est-

à-dire ce que la caméra détecte alors que le laser est éteint en ayant les mêmes paramètres 

d’acquisition que ceux des expériences, comme la lumière ambiante et émissions intrinsèques du 

système. Le système expérimental à lui seul apporte son lot de signaux indésirables. Il faut donc 

effectuer une correction du système, une calibration en y des spectres Raman. Dans le cas, d’un 

laser à 785 nm un standard NIST SRM 2241 est nécessaire. Il s’agit d’un petit carré de verre 

optique, qui sert à la correction de l’intensité relative des spectres Raman obtenus par une source 

de 785nm en émettant un spectre à large bande dont l’expression polynomiale permet d’obtenir la 

réponse du système. [29] Il est donc possible de la corriger au reste des spectres de l’expérience en 

les divisant par cette expression polynomiale. [30] En ce qui concerne la calibration en x des 

spectres Raman, il faut aussi un échantillon de référence. Celui-ci doit avoir un SBR à la bande 

Raman la plus intense par rapport au maximum du signal de fond au moins supérieur à 0.2 en plus 

d’avoir des pics Raman étroits et faciles à discerner à l’aide de fonctions Python intégrées. Deux 

échantillons répondent à ces critères, l’acétaminophène et le Nylon. Dans le cadre de cette étude, 

un comprimé d’acétaminophène est choisi. Le spectre de l’acétaminophène doit suivre les mêmes 

étapes de pré-traitement détaillées ci-haut. Au moment de cette étape, l’axe des x correspond aux 

pixels de la caméra. Pour faire la conversion en décalage Raman, il faut effectuer un ajustement 

polynomial d’ordre 2 ou 3.  Maintenant, l’étape la plus importante du pré-traitement des spectres 
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Raman; la séparation du signal de fond d’autofluorescence, du signal Raman.  L’algorithme 

Bubblefill est choisi pour cette étape. (Voir [30] pour les détails de l’algorithme) 

 

Figure 2.6. Résumé des étapes de pré-traitement des spectres Raman.  

Finalement, les spectres Raman peuvent être normalisés. Cette étape est optionnelle si les 

paramètres d’acquisition sont constants pour tous les spectres de l’expérience, c’est le cas présent. 

De plus, cette étude s’intéresse à l’impact de l’expérience sur le compte de photons du signal de 

fond et de l’intensité des pics Raman. Il est donc inutile de normaliser dans le cas à l’étude.  

2.3.7 Applications cliniques 

Le LUMEDLAB a eu l’occasion d’appliquer la spectroscopie Raman à plusieurs types de tissus 

cancéreux et biofluides depuis ses débuts. Cette méthode spectroscopique permet par sa capacité à 

mieux détecter les marges de tissus cancéreux, permettant ainsi aux chirugien.nes d’exciser plus 

optimalement les tissus cancéreux et ainsi réduire les risques de récidives. De plus, durant les 4 

dernières années le LUMEDLAB s’est aussi intéressé aux biofluides tels que la salive, l’urine et le 

sang afin de détecter certains marqueurs notamment le virus du COVID-19 dans les échantillons 

de salive. Le problème de la fluorescence en spectroscopie Raman reste une constante pour les 

échantillons biologiques, tissus ou biofluides.  Quant à la salive humaine, plusieurs enjeux sont à 

considérer. La salive n’est pas une solution constante dans le temps. En effet, les gens mangent, 

boivent, tombent malades et le cycle hormonal au courant d’une journée sont tous des facteurs 

venant affecter non seulement le contenu moléculaire de la salive, mais aussi sa concentration de 

fluorophores endogènes connus. [6]  
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2.4 Méthodes d’amélioration du signal Raman 

Un défi de la spectroscopie Raman sur des échantillons biologiques est la contamination du spectre 

Raman par l’autofluorescence. Comme la diffusion Raman est statistiquement moins fréquente que 

la fluorescence, les bandes Raman se trouvent alors noyées dans le signal de fond (baseline). De 

plus, les échantillons biologiques tels que les biofluides comportent une grande quantité de 

protéines, qui peuvent agir comme fluorophores endogènes. Donc, pour améliorer la qualité du 

signal Raman, il faut trouver une méthode pour minimiser cette autofluorescence et/ou amplifier 

le signal Raman. Cette section présente des méthodes venant résoudre ce problème.   

2.4.1 Spectroscopie Raman dans le domaine temporel (SRDT) 

La spectroscopie Raman dans le domaine temporel (SRDT) se base sur les périodes d’émission des 

photons Raman et de fluorescence. En effet, ceux-ci sont émis à des échelles temporelles 

différentes. La fluorescence a un cycle d'excitation-émission de l'ordre de la nanoseconde, tandis 

que celui de la diffusion Raman se produisent principalement à l’échelle temporelle de la 

picoseconde. [31], [32], [33] Ainsi, des résultats de travaux passés du LUMEDLAB montrent qu’il 

est possible qu’en détectant les premiers photons émis lors d’une fenêtre temporelle d’acquisition 

de 300ps, le SBR total des spectres Raman est alors amélioré d’environ 30%. [34] Cette méthode 

a l’avantage de pouvoir être combinée à d’autres modalités d’imagerie. Cependant, le système 

expérimental est relativement complexe et n’est pas adaptable à un système fibré. De plus, cette 

méthode nécessite des temps d’intégration élevé pour capturer assez de signal Raman avec ces 

fenêtres temporelles d’acquisition ultra-courtes. Un temps d’intégration élevé implique une plus 

longue exposition de l’échantillon au laser d’excitation et donc augmente les risques de dégradation 

de l’échantillon. Toutes ces raisons rendent l’application de la méthode SRDT presque impossible 

pour l’étude d’échantillons in vivo.  

2.4.2 SERS 

La méthode SERS, Surface-enhanced Raman Spectroscopy, repose sur l’effet plasmonique du 

couplage d’une molécule Raman active et d’une surface SERS métallique, souvent de l’argent ou 

de l’or. La résonance plasmonique de surface permet donc d’améliorer le champs électrique local 

généré par ce couplage de molécules, résultant en une amélioration du signal Raman à la 

détection.[30],[35] Le montage de spectroscopie Raman conventionnel reste alors inchangé, 
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puisque la technique repose sur un ajout de surface SERS à l’échantillon. La surface SERS est 

choisie de sorte à amplifier le signal Raman pour une bande particulière. Or, l’identification des 

bandes SERS est non-triviale. En effet, certains modes de vibration visibles en spectroscopie 

Raman peuvent disparaître ou se confondre aux bandes SERS. De plus, la reproductibilité des 

spectres SERS n’est pas toujours garantie, car elle repose sur l’uniformité des surfaces dont la taille 

est de l’ordre des nanomètres. Ainsi, la moindre différence au niveau de la distribution spatiale des 

nanoparticules, nanotubes, etc. fait en sorte qu’il n’est pas toujours possible d’observer les mêmes 

bandes SERS d’un échantillon à l’autre, ou d’un substrat à l’autre. [36] 

2.4.3 Photoblanchiment des protéines 

Les protéines sont un agencement précis de chaîne d’acides aminés pouvant remplir des fonctions 

précises dans leur environnement. Elles commencent toutes par une chaine unique d’acides aminés, 

la structure primaire. Puis, elles évoluent en une chaine polypeptidique enroulée et/ou repliée par 

des ponts d’hydrogène pour former la structure secondaire. En se contorsionnant sous forme 3D à 

cause des chaines latérales des acides aminés, la structure tertiaire est formée et parfois lorsque 

plus d’une chaine d’acides aminés forme la protéine finale la combinaison des structures tertiaires 

forme la structure quaternaire, comme la structure triple hélice du collagène illustrée à la Figure 

2.7.  

 

Figure 2.7. Structure de la protéine de collagène. (Fait avec BioRender) 

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent dénaturer une protéine, comme le pH, la température, 

le solvant, une réaction chimique du milieu où elle se trouve et même une radiation qui lui est 

incidente. C’est ce dernier exemple qui sera à l’étude ici. [37] Le photoblanchiment, comme le nom 
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l’indique, consiste en une réaction photochimique où la lumière incidente à l’échantillon provoque 

la photo-oxydation de protéines fluorophores endogènes, une forme de dénaturation. Cela peut être 

causé par une liaison de fluorophores excités à des molécules les environnant.[38] La dénaturation 

des protéines implique une reconfiguration spatiale de la molécule sans briser de liens moléculaires. 

Si la dénaturation est permanente, les liens des acides aminés sont alors brisés. Or s’ils restent 

intacts, le spectre Raman de ces protéines ne devrait pas être affecté, et si leur environnement le 

permet elles pourront retrouver leur forme fonctionnelle. [37] 

 

Figure 2.8. Diagramme de Jablonski du photoblanchiment. Vert: absorption, pointillé noir: 

transition de conversion interne, pointillé bleu: transition de conversion inter-système. [38] 

Le photoblanchiment temporaire comme le nom l’indique est une perte momentanée de 

fluorescence suivie d’un regain causé par la renaturation des protéines affectées. Ci-dessous des 

exemples où le photoblanchiment est présent et observé [10]:  

• Photo clignotement en spectroscopie de fluorescence issus de la redistribution de 

fluorescence après photoblanchiment (de l’anglais, Fluorescence recovery after 

photobleaching – FRAP).  

• Dans un organisme vivant où la section photoblanchie est dynamique, échantillon in vivo.  

• La densité de puissance incidente à l’échantillon n’atteint pas le seuil de destruction des 

liens moléculaires de la molécule.  

Le photoblanchiment permanent est le résultat d’une exposition radiative dont la densité de 

puissance est telle que la dénaturation sent suit d’une réaction photochimique qui cause le bris de 

liens moléculaires.  
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L’application du photoblanchiment à la spectroscopie Raman permet donc de régler le problème 

de la plage dynamique saturée par l’autofluorescence de l’échantillon imagé en la supprimant en 

amont. De plus, si les paramètres expérimentaux sont adéquatement optimisés pour l’échantillon à 

l’étude, les liens moléculaires ne sont pas affectés et ainsi les bandes Raman non plus, ce qui 

garantit l’amélioration des métriques de qualité des spectres Raman.    

2.5 Métriques étudiées 

La qualité des spectres Raman est quantifiée à l’aide de 2 métriques dans le cadre de cette étude, 

le rapport Raman sur signal de fond (SBR) et le rapport signal sur bruit (SNR). 

2.5.1 Rapport Raman sur signal de fond (SBR) 

Le rapport Raman sur signal de fond (SBR) permet de quantifier la quantité de signal de fond 

éliminé puisque le signal Raman devrait en théorie rester stable au long de l’expérience.  

( 7 )                                          𝑆𝐵𝑅 [%] =
𝑟[𝑥∶ 𝑏𝑎𝑛𝑑𝑒 𝑅𝑎𝑚𝑎𝑛]

𝑏 [𝑥∶𝑏𝑎𝑛𝑑𝑒 𝑅𝑎𝑚𝑎𝑛]
 × 100 

Où r est l’aire sous la courbe du signal Raman et b est l’aire sous la courbe du signal de fond.  

 

Comme le spectre Raman de la salive humaine n’a qu’une bande assez intense visible dans les 

résultats obtenus lors de cette étude, ce mémoire se limitera au SBR de cette bande-ci au lieu du 

spectre complet. 

2.5.2 Rapport signal sur bruit (SNR) 

Le rapport signal sur bruit (SNR) permet de quantifier la qualité du spectre Raman selon sa 

proportion au bruit de photons ou ‘grenailles’, shot noise en anglais. Les sources de bruits 

principales du système illustré à la Figure 2.5 sont le bruit photonique, le bruit thermique et le bruit 

de lecture, readout noise en anglais, de la caméra à dispositif à transfert de charges (de l’anglais 

Charge Coupled Device, CCD). Le bruit thermique provient de la génération de charges provoquée 

dans la zone de déplétion de la puce CCD. Le bruit de lecture est généré par la détection de ces 

charges par l’instrument de lecture. Comme ces deux types de bruits sont intrinsèquement liés à 

l’instrumentation, ils sont tous deux filtrés lors de l’étape de calibration en y des spectres Raman. 

Il reste donc le bruit de photons comme source non-négligeable de bruit du signal. Le bruit de 
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photons cependant résulte de la nature discrète des photons et est présent dans tous les dispositifs 

conçus pour les détecter. Il se quantifie en la racine carrée du signal total, Raman et signal de fond. 

[39], [40] Mathématiquement, le SNR du signal Raman est alors donné par:  

( 8 )                                                𝑆𝑁𝑅𝑗  [𝑢. 𝑎. ] ≅ √𝑛𝑡𝐼𝐿𝑎𝑠𝑒𝑟
𝑟𝑗

√𝑟𝑗
2+𝑏𝑗

2
  

Où n est le nombre d’accumulations de l’acquisition, t est le temps d’acquisition (ou d’exposition 

du laser Raman) en secondes, 𝐼𝐿𝑎𝑠𝑒𝑟 est l’intensité du laser Raman à l’échantillon en W, r est l’aire 

sous le signal Raman en m2, b est l’aire sous le signal de fond en m2 et l’indice j représente les 

pixels de la caméra qui correspondent aux bandes du spectre.  

 

Si les paramètres d’acquisitions restent constants lors de l’expérience, il est alors possible de 

simplifier la formule en omettant la constante de normalisation. C’est le cas dans le cadre de ce 

mémoire afin de réduire le nombre de variables de l’expérience.    
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CHAPITRE 3 MÉTHODOLOGIE  

3.1 Instrumentation 

Le montage expérimental final est illustré à la Figure 3.1. Il peut être séparé en deux parties, le 

montage de spectroscopie Raman et le montage de photoblanchiment.  

En suivant le faisceau du système de spectroscopie Raman, un laser à 785 nm en continu 

(compagnie: Innovative Photonics Solutions) est injecté dans une fibre optique où le faisceau est 

ensuite collimaté puis filtré par un filtre passe-bande 785 nm avec une largeur de bande de 62 nm 

(compagnie : Semrock, numéro de série : FF01-785/62-25) pour assurer que seulement la longueur 

d’onde d'excitation du laser Raman n’atteigne l’échantillon. Puis, le faisceau est réfléchi par le 

miroir dichroïque et mis au point par une lentille convergente. Les photons réémis par l’échantillon 

sont ensuite transmis par le miroir dichroïque vers un filtre passe-haut (compagnie : Semrock, 

numéro de série : BLP01-785R-25) pour filtrer la diffusion de Rayleigh/de Mie afin de n’avoir que 

les photons Raman Stokes. Ceux-ci sont alors injectés dans une fibre optique reliée à un 

spectromètre ayant en sortie une caméra CCD (compagnie: Andor, modèle : Newton DU920P BR-

DD) qui transmet les spectres Raman à un ordinateur pour compiler et traiter ces données. 

 

Figure 3.1. Montage expérimental final de spectroscopie Raman combiné au photoblanchiment.  
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La partie photoblanchiment du système, en suivant le faisceau à partir de la source de 

photoblanchiment, est constituée d’une source blanche de type DEL (compagnie : lightsource.tech, 

modèle : LS-WL1) qui est injecté dans une fibre optique. Cette source peut être contrôlée de 

manière externe ou par l’intermédiaire d’une interface graphique. Le faisceau est collimé et filtré 

par deux filtres UV passe-haut à 420 nm et deux filtres NIR passe-bas à 650 nm avant d’être mis 

au focus par une lentille convergente au niveau de l’échantillon.        

L’échantillon peut passer d’une partie à l’autre, soit à l’aide d’une platine de translation motorisée 

contrôlée par l’ordinateur du système, soit en plaçant les deux sources de lumière au même point 

focal à l’échantillon.  

Tableau 3.1. Informations importantes en lien avec la puissance des sources de lumière du système 

expérimental. Les calculs des expositions maximales possibles (MPE de l’anglais Maximal 

Possible Exposure) pour la peau de toutes les sources utilisées dans cette étude sont détaillés en 

annexe A. [41] 

 
Laser 

Renishaw 

Laser 

 IPS 

Lumencor LS-LW1 

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 785 ±  1 400 à 630 420 à 650 

Diamètre au point focal [mm] 0,02 1 3 1 

Puissance à l'échantillon [W] 0,04 0,5 0,444 0,245 

Densité de puissance [W/cm2] 12732,40 63,66 6,28 31,19 

MPEpeau [W/cm2] 2,433 0,295 0,2 0,2 

 

3.2 Preuve de concept 

Cette section vient détailler les étapes qui ont mené au montage final avec les paramètres 

expérimentaux optimisés pour la salive. En commençant par une preuve de faisabilité de la 

méthode sur un échantillon de graines de sésame. Puis, une série d’expériences visant à déterminer 

la longueur d’onde optimale de photoblanchiment sur un échantillon de collagène pur en poudre, 

en abordant le problème de densité de puissance de la source de photoblanchiment. Finalement, 

l’expérience d’optimisation du temps de photoblanchiment sur un modèle de salive humaine pour 

finaliser la méthode. 
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3.2.1 Validation de la technique 

Le but de cette expérience est de vérifier la faisabilité de l’expérience. Pour ce faire, un échantillon 

de graine de sésame est choisi pour sa forte réponse en fluorescence et en diffusion Raman. Ces 

tests se font sur un système expérimental déjà fonctionnel et disponible, le microscope InVia 

Renishaw, auquel une source DEL Lumencor (compagnie : Lumencor, Modèle : SPECTRA X), est 

ajoutée et agit comme source de photoblanchiment. Cette source a la possibilité d’utiliser 6 DELs 

de longueur d’onde différente en plus de pouvoir les combiner, tel que présenté à la Figure 3.2.  

 

Figure 3.2. À gauche, le montage expérimental de spectroscopie Raman combiné au 

photoblanchiment avec le microscope Raman InVia Renishaw. À droite, une photo de l’expérience 

dans la cuve du microscope. (Instrumentation en Annexe B) 

Le protocole du test de validation est illustré à la Figure 3.3. Deux tests sont faits, un test de la 

méthode de photoblanchiment et un test de contrôle, où seul le laser est exposé à l’échantillon. Le 

protocole de mesure de la méthode du photoblanchiment consiste en une acquisition Raman d’une 

accumulation de 5s suivie d’une période de photoblanchiment de 30s avec la source DEL Lumencor 

à la longueur d’onde turquoise de 514 nm suivi d’une pause de 30s afin d’assurer que l’échantillon 

retourne au repos. Le tout est répété dix fois sur le même échantillon de graine de sésame pour 

apprécier la progression des métriques de qualité de l’échantillon. Il est important de noter que tous 

les échantillons pour de l’ensemble de ce projet sont placés sur une cassette recouverte de ruban 

d’aluminium afin de n'obtenir que la réponse Raman de l’échantillon et non celle de la cassette 

d’échantillon.   
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Figure 3.3. Déroulement du protocole des tests de validité et du choix de la longueur d’onde de 

photoblanchiment. En haut, le protocole expérimental de la méthode de photoblanchiment DEL. 

En bas, le contrôle avec seulement une exposition répétée au laser Raman.  

 

Le test de contrôle consiste en le même test, mais fait sans l’exposition de la source de 

photoblanchiment DEL et avec tous les mêmes paramètres expérimentaux du laser Raman énoncés 

au Tableau 3.2. Ceci permet d’assurer la reproductibilité de l’expérience du test de validation.  

Tableau 3.2. Paramètres expérimentaux du test de validation de la méthode de photoblanchiment.  

Paramètres expérimentaux Laser Raman Renishaw  Lumencor  

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 514 

Densité de puissance [W/cm2] 1,27 x 104 0,707 

MPEpeau [W/cm2] 2,433 0,2 

Temps d'exposition [s] 5 30 

Accumulations 1 1 

 

Le but de ce test est de montrer que l’ajout de l’exposition de la source de photoblanchiment DEL 

permet l’amélioration du signal Raman. Il est important de noter qu’à ce stade-ci aucune 

optimisation du système n’a été réalisée. Or, celles-ci sont présentées dans les sections suivantes.   
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3.2.2 Choix de la longueur d’onde de photoblanchiment 

La longueur d’onde de photoblanchiment optimale pour des échantillons biologiques est 

déterminée par une série de tests sur des échantillons de poudre de collagène pure à différentes 

longueurs d’onde.  

L’avantage principal de cet échantillon est qu’il est sec en plus d’être un ensemble de protéines et 

d’acides aminés fréquents des échantillons biologiques. Ainsi, le problème de déshydratation de 

l’échantillon biologique, illustré à la Figure 3.4, causé soit par la chaleur du faisceau lumineux, soit 

par simple déshydratation à l’air ambiant, est considéré comme négligeable. Le point focal pour 

les sources Raman et de photoblanchiment DEL reste donc à la même hauteur tout le long de la 

mesure et de l’expérience. Ceci est difficile à maintenir constant avec un échantillon hydraté 

comme un morceau de viande, puisque cette expérience nécessite de travailler avec des densités de 

puissance supérieures au MPE de la peau. 

 

Figure 3.4. Illustration du changement de hauteur du point focal lors de l’acquisition causé par la 

déshydratation de l'échantillon. 

Sur le même système que le test de faisabilité avec les graines de sésame, voir Figure 3.2, le 

collagène est exposé séparément aux longueurs d’onde de la source DEL Lumencor énoncées au 

Tableau 3.3. Cette source procure le choix de 6 différentes longueurs d’onde pouvant aller au-

dessus du MPEpeau de la source avec en plus la possibilité de les combiner.  
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Tableau 3.3. L’ensemble des longueurs d’onde disponibles de la source DEL Lumencor. 

Couleur Longueur d'onde [nm] 

Rouge 630 ± 16 

Vert 559 ± 27 

Turquoise 514 ± 27 

Cyan 476 ± 22 

Bleu 439 ± 19 

Violet 400 ± 13 

 

Le premier test du choix de longueur d’onde se déroule exactement de la même façon qu’avec les 

graines de sésame, mais pour chacune des expériences la longueur d’onde de photoblanchiment de 

la source Lumencor change pour la prochaine. Au total, 7 expériences ont été effectuées en 

comptant le test de contrôle où seul le laser Raman du Renishaw expose l’échantillon de collagène. 

La puissance fixée pour chacune des DELs du Lumencor est déterminée par la DEL ayant la plus 

faible puissance, soit 50mW. Ainsi, la puissance de la source de photoblanchiment reste constante 

comme le reste des paramètres expérimentaux présenté au Tableau 3.4, laissant seulement la 

longueur d’onde varier.  

 

Tableau 3.4. Les paramètres expérimentaux du test du choix de la longueur d’onde avec chacune 

des DELs individuelles du Lumencor.  

Paramètres expérimentaux Laser Raman 

Renishaw  

Lumencor  

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 Tableau 3.3 

MPEpeau [W/cm2] 2,433 0,2 

Densité de puissance [W/cm2] 1,27 x 104 0,707 

Temps d'exposition [s] 5 30 

Accumulations 1 1 
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Les résultats de ce test, présentés au chapitre suivant, dirigent l’étude vers une expérience avec 

l’ensemble des DELs du Lumencor allumées en même temps, produisant ainsi une source blanche. 

Il est alors possible de tester l’effet du photoblanchiment avec une plus grande densité de puissance, 

jusqu’à environ 6 fois supérieures à celle d’une DEL unique du Lumencor, 6.281 W/cm2 au lieu de 

0,707 W/cm2. Cependant, même avec cette densité de puissance, les résultats avec le collagène ne 

semblent pas concluants. De plus, un problème technique est survenu et cette source n’est plus 

stable en termes de puissance dans le temps à l’échelle d’une semaine. Toutes ces raisons amènent 

le projet à la source de photoblanchiment finale du montage, la source DEL blanche de la 

compagnie lightsource.tech et de modèle LS-WL1. Son spectre d’émission couvre le visible de 420 

nm à 650 nm sans la possibilité d’isoler des couleurs et avec une densité de puissance de 31.194 

W/cm2 avec un MPEpeau = 0.2 W/cm2. De plus, comme des optiques doivent être ajoutées à la partie 

photoblanchiment du montage pour réduire les pertes d’intensité de la source DEL, il faut changer 

de système faute de manque d’espace dans la cuve du microscope InVia Renishaw. Les prochaines 

expériences sont réalisées dans le système final illustré à la Figure 3.1. Ce système est entre autres 

régulièrement utilisé pour des expériences sur les biofluides par d’autres membres du LUMED 

LAB.  

Par ailleurs, en attendant la livraison de la source blanche DEL, un test est fait sur de la poudre de 

collagène sur le système de la Figure 3.1 en utilisant le laser Raman IPS à puissance maximale 

comme source de photoblanchiment. Ce test vise à vérifier si le laser Raman à lui seul serait 

suffisant pour améliorer le signal Raman du spectre de poudre de collagène pur.  

Tableau 3.5. Les paramètres expérimentaux du test du laser Raman IPS à puissance maximale 

comme source de photoblanchiment.  

Paramètres expérimentaux Laser IPS 

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 

Densité de puissance [W/cm2] 188,821 

MPEpeau [W/cm2] 2,736 

Temps d'exposition [s] 0,05 

Accumulations 10 
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Figure 3.5. Déroulement du protocole du test de photoblanchiment à l’aide du laser IPS à puissance 

maximale sur du collagène en poudre.  

À puissance maximale, cette source a une densité de puissance 6 fois supérieure à celle du 

Lumencor à puissance maximale. L’expérience consiste en une acquisition Raman suivie d’une 

pause de 30s, le tout recommencé 15 fois, tel qu’illustré à la Figure 3.5. Ainsi, le contrôle de 

l’expérience est la première acquisition Raman.  

3.3 Choix du temps de photoblanchiment pour la salive humaine 

Dans cette section, des tests sur un modèle de salive humaine permettent de déterminer quel temps 

de photoblanchiment est optimal pour la vraie salive humaine.  

L’intérêt principal d’effectuer cette expérience sur un modèle et non sur de vrais échantillons de 

salive est le contrôle sur la concentration de diffuseurs de la solution du modèle et le niveau de 

fluorescence de l’échantillon. En effet, ces deux quantités peuvent grandement varier d’un individu 

à l’autre et même pour un même individu à différents moments de la journée. Ceci est dû à une 

panoplie de facteurs confondants (maladies, habitudes alimentaires, hygiéniques et de vie, etc.)  

Les échantillons du modèle de salive proviennent de la biobanque de l’étude du LUMEDLAB sur 

le virus COVID-19. Il s’agit d’une solution principalement composée de mucine sous-maxillaire 

bovine (le reste de la recette se trouve dans le tableau S2 du matériel supplémentaire de l’article 

[6]). Ces échantillons étaient entreposés dans un congélateur à -80°C au Centre de Recherche du 

Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CRCHUM). Une fois sorties, les fioles sont 

réservées à l’air ambiant pendant une trentaine de minutes pour les décongeler. Puis, des gouttes 

de 10 L sont pipettées sur la cassette de test recouverte de ruban d’aluminium. Les paramètres 

expérimentaux des acquisitions Raman sont détaillés au Tableau 3.6 ci-dessous.  
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Tableau 3.6. Les paramètres expérimentaux de l’expérience visant à déterminer le temps de 

photoblanchiment. 

Paramètres expérimentaux Laser IPS LS-WL1 

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 [420 à 650] 

Densité de puissance [W/cm2] 63,662 31,194 

MPEpeau [W/cm2] 0,295 0,2 

Temps d'exposition [s] 1,5 [30 à 150] 

Accumulations 50 1 

  

Le protocole de mesure diffère un peu des précédents pour se rapprocher du protocole final où la 

goutte ne refait pas le cycle de mesure. Une goutte ne subit qu’une acquisition avant et une après 

photoblanchiment DEL. Ainsi, chaque goutte est son propre contrôle, soit l’acquisition pré-

photoblanchiment DEL. La durée de l’exposition de la source DEL est la seule variante de cette 

expérience. Un total de 25 tests est fait, soit 5 gouttes par temps de photoblanchiment T = [30s, 

60s, 90s, 120s, 150s]. Toutes les gouttes sont sous forme liquide.  

 

Figure 3.6. Déroulement du protocole de l’expérience visant à déterminer le temps de 

photoblanchiment optimal T, où T = [30s, 60s, 90s, 120s, 150s]. Ce test est fait sur des gouttes d’un 

modèle de salive.  

3.4 Expérience sur de la salive humaine 

Deux expériences sont réalisées, une sur des échantillons de salive séchée à l’air ambiant dans un 

tiroir à l’abris de la lumière la veille de l’expérience et une autre sur de la salive liquide pipettée 

une goutte par expérience.  
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3.4.1 Préparation des échantillons 

Les échantillons de salive de patients sains ont été prélevés en novembre 2020 dans le cadre du 

projet COVID-19 du LUMEDLAB. Tous ces échantillons ont été préalablement centrifugés et 

filtrés avant d’être congelés à -80°C au CRCHUM. Les cinq retenus pour les expériences sur de la 

salive liquide ont la particularité d’être beaucoup plus fluorescents que les autres de cette banque 

d’échantillons et donc plus intéressant pour déterminer un effet sur l’autofluorescence. Il restait 

seulement une fiole d’un des échantillons très fluorescents pour les expériences sur de la salive 

sèche, alors d’autres échantillons de la même étude ont été choisis au hasard dans la biobanque. 

Un échantillon correspond à un individu et l’échantillon est séparé en des gouttes de 10 L.  

3.4.2 Protocole expérimental 

Deux expériences sont exécutées, d’abord avec des gouttes de salive sèches et ensuite avec des 

gouttes de salive liquide. L’intérêt de tester la méthode sur de la salive sèche est que la solution se 

retrouve fixée spatialement. Les diffuseurs de la solution sont alors figés spatialement et le 

LUMED LAB a démontré lors de son étude COVID-19 que les échantillons de biofluides séchés 

produisent des spectres de meilleure qualité. [6] 

Tableau 3.7. Les paramètres expérimentaux des expériences sur la salive humaine liquide et sèche. 

 

En commençant par l’expérience de salive sèche, les gouttes de 10 L sont pipettées la veille de 

l’expérience, puis entreposées dans un tiroir à l’abri de la lumière ambiante afin de minimiser la 

dénaturation des échantillons. Le lendemain, la cassette d’échantillon est placée dans le système 

expérimental illustré à la Figure 3.1. 

Paramètres expérimentaux 
Laser IPS  

(Salive liquide) 

Laser IPS  

(Salive sèche) 
LS-WL1 

Longueur d'onde [nm] 785 ±  1 785 ±  1 [420 à 650] 

Densité de puissance [W/cm2] 63,662 63,662 31,194 

MPEpeau [W/cm2] 0,295 0,295 0,2 

Temps d'exposition [s] 1,5 1 60 

Accumulations 50 50 1 
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Figure 3.7. À gauche, déroulement du protocole de l’expérience de la méthode sur des échantillons 

de salive humaine sèche. À droite, l’agencement des gouttes des différents échantillons sur la 

cassette de test. 

À aucun moment, la cassette ne sort du système. Elle n’est déplacée qu’avec la platine de 

translation motorisée du système (compagnie : Zaber). Les coordonnées de chacun des puits où les 

gouttes ont été pipettées avaient été notées au préalable. Trois gouttes en extra permettent de 

déterminer préalablement l’étendue dynamique de ces échantillons, c’est pourquoi le temps 

d’exposition au laser Raman pour les gouttes sèches et liquides diffère. Ces trois gouttes 

proviennent de l’échantillon de salive particulièrement fluorescent. L’expérience, telle que 

détaillée à la Figure 3.7, consiste à prendre une première acquisition Raman d’une goutte de salive 

sèche, puis elle est exposée à la source de photoblanchiment pendant une minute suivie de 30s de 

pause. Ensuite, une acquisition Raman est prise afin de montrer l’effet du photoblanchiment sur le 

signal Raman. Ce processus est répété pour chacune des gouttes de la cassette de test pour un total 

de 25 gouttes sèches de salive, et ce en conservant les paramètres expérimentaux du laser Raman 

et de la source blanche de photoblanchiment constants pour chacun des tests tels que présentés au 

Tableau 3.7.  
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Figure 3.8. Déroulement du protocole de l’expérience de la méthode sur des échantillons de salive 

humaine liquide. En haut, la méthode du projet, en bas le contrôle pour vérifier l’asséchement de 

la goutte durant l’expérience. 

L’expérience pour les gouttes liquides de salive humaine est similaire, la seule différence 

est que les gouttes sont pipettées au fur et à mesure qu’elles sont requises pour le test. Étant donné 

que des échantillons particulièrement fluorescents étaient retenus pour cette expérience et que le 

volume de ces fioles varie énormément entre elles, le nombre de gouttes par échantillon varie aussi. 

De plus, un test parallèle est fait pour vérifier si l’amélioration du signal Raman est causée par 

l’effet du photoblanchiment ou par l’assèchement de la goutte au cours de l’expérience. Ce test 

consiste à garder tous les paramètres expérimentaux identiques à ceux de l’expérience de 

photoblanchiment à l’exception de l’exposition de la goutte de salive à la source de 

photoblanchiment. Les deux expériences sont donc de même durée, tel qu’illustré à la Figure 3.8. 

Or, les volumes de salive pour chacun des échantillons sont limités. Ainsi, le nombre de gouttes 

par expérience pour ce test varie d’un échantillon à un autre.  

3.5 Tests statistiques 

Dans le prochain chapitre, les résultats des tests statistiques expliqués dans cette sous-section sont 

présentés et analysés. Comme certains échantillons ont des données distribuées non normalement, 

des tests statistiques non paramétriques sont choisis pour déterminer si statistiquement le 

photoblanchiment a un effet sur la qualité du signal Raman ou non et si le photoblanchiment 
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apporte un effet significatif à l’expérience par rapport à l’assèchement de la goutte de salive dans 

le cas d’échantillons liquides. Ici, les populations sont les valeurs du SNR et du SBR associés aux 

accumulations de chacune des acquisitions Raman des gouttes de salive. Les expériences sur des 

gouttes liquides et sèches sont traitées séparément.   

3.5.1 Tri des données 

Avant toutes analyses, les spectres bruts sont triés afin de retirer les accumulations ou même les 

acquisitions complètes ayant saturé les détecteurs de la caméra, les rendant inutilisables pour les 

analyses de données.   

Dans le cas des expériences sur la salive sèche, seuls les résultats des tests sur la goutte 4 de 

l’échantillon 1 et la goutte 5 de l’échantillon 6 ont saturé et été retirés de l’analyse.  

Dans le cas des expériences sur de la salive liquide avec photoblanchiment DEL, les spectres 

suivants ont saturé et été retirés de l’analyse de données : 

• Échantillon # 1, gouttes # 2 à # 4 et # 9 à #11 : accumulation 0. 

• Échantillon # 1, gouttes # 2 à # 4 : accumulation 1. 

• Échantillon # 1, gouttes # 2 et # 3 : accumulation 2. 

• Échantillon # 1, gouttes # 5 à # 7 : accumulation 0, 1, 2, 3. 

• Échantillon # 1, gouttes # 6 et # 7 : accumulation 4. 

• Échantillon # 1, goutte # 7 : accumulation 5. 

• Échantillon # 2, gouttes #1 et # 2 : accumulations 0 à 9. 

• Échantillon # 2, goutte # 3 : accumulation 0 à 2. 

• Échantillon # 3, goutte # 1 : accumulation 0 à 6.  

• Échantillon # 3, goutte # 2 : accumulation 0. 

• Échantillon # 3, goutte # 3 : au complet. 

• Échantillon # 3, goutte # 4 : accumulation 4. 

• Échantillon # 4, goutte # 2 : accumulation 3. 

• Échantillon # 5, goutte # 1 : au complet. 

• Échantillon # 5, gouttes # 2, 3, 4, 6 et 7 : accumulation 0. 

• Échantillon # 5, gouttes # 2, 3 et 7 : accumulation 1 

• Échantillon # 5, goutte # 2 : accumulation 2. 
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Puis, les spectres retirés pour les expériences de salive liquide sans exposition photoblanchissante 

DEL : 

• Échantillon # 1, goutte # 1 : accumulation 1. 

• Échantillon # 4, goutte # 2 : accumulation 10. 

• Échantillon # 5, goutte # 1 à # 4 : accumulation 0. 

• Échantillon # 5, goutte # 1 : accumulation 1. 

• Échantillon # 5, goutte # 2 : accumulation 2.  

Il est important de noter que souvent l’accumulation de l’acquisition après photoblanchiment DEL 

n’a pas saturé, mais elle est retirée tout de même pour pouvoir faire une analyse statistique pairée.  

3.5.2 Test des rangs signés de Wilcoxon pour groupes pairés  

Le test des rangs signés de Wilcoxon est un test statistique non paramétrique permettant de 

déterminer si l’effet, l’ajout d’une exposition photoblanchissante, a un impact significatif ou non 

sur une population donnée. Comme tous les autres tests non paramétriques, une distribution 

normale de la population n’est pas requise. Dans le cas présent, la population est constituée de 

l’ensemble des valeurs de SNR et de SBR associées à chacune des accumulations des acquisitions 

pré et post-photoblanchiment DEL de chacune des gouttes de salive. Ce test est effectué sur les 

gouttes de salive sèches et liquides séparément.  

Ce test compare les médianes de deux distributions pairées dépendantes, soit les acquisitions 

Raman avant photoblanchiment et après photoblanchiment. La différence absolue entre ces deux 

groupes est classée en ordre croissant puis sa somme est comparée à sa valeur correspondant depuis 

le tableau des valeurs critiques où le résultat permet de rejeter ou non l’hypothèse nulle. Comme il 

faut, déterminer le sens de l’hypothèse alternative, la valeur critique est classée dans le cas d’un 

test unilatéral (one-tailed test) selon une signification statistique . [42] 

Dans le cas présent, l’hypothèse nulle stipule donc : 

H0 : Le photoblanchiment de l’échantillon n’a pas d’effet significatif sur la variation de la métrique 

de qualité étudiée du spectre Raman (du SNR ou du SBR) ou détériore la qualité du signal Raman.  

[SNR, SBR] avant PB ≥ [SNR, SBR] après PB  

Et l’hypothèse alternative :  



37 

 

Ha : Le photoblanchiment de l’échantillon a un impact significatif sur la variation de la métrique 

étudiée (du SNR ou du SBR). Cet impact permet d’améliorer le SNR ou le SBR du spectre Raman.  

[SNR, SBR] avant PB  [SNR, SBR] après PB  

3.5.3 Test de Kruskal-Wallis et test de Dunn 

Aussi appelé le test H, le test statistique Kruskal-Wallis est seulement utilisé pour l’expérience de 

la salive humaine liquide. Il sert ici à déterminer s’il y a une différence entre l’effet observé qui est 

causé par l’exposition de la source de photoblanchiment ou à l’assèchement de la goutte de salive 

liquide. [43] La population est donc constituée de deux groupes indépendants, la variation des 

métriques pour les gouttes de salive ayant subi du photoblanchiment DEL et la variation des 

métriques pour les gouttes de salive du même échantillon n’ayant pas été exposées à la source de 

photoblanchiment pour la même période temporelle. L’hypothèse nulle stipule donc : 

H0 : Il n’y a pas de différence significative entre le test de photoblanchiment et le test sans 

photoblanchiment sur les métriques relatives à l’acquisition de départ.  

[SNRREL, SBRREL] sans PB = [SNRREL, SBRREL] avec PB 

Et l’hypothèse alternative : 

Ha : Il y a une différence significative entre le test de photoblanchiment et le test sans 

photoblanchiment sur les métriques relatives à l’acquisition de départ.   

[SNRREL, SBRREL] sans PB  [SNRREL, SBRREL] avec PB 

Ce test permet seulement de tester l’hypothèse nulle. Ainsi, il faut un test post-hoc au test Kruskal-

Wallis pour déterminer comment ces groupes différents les uns aux autres. Si l’hypothèse nulle est 

rejetée, il faut alors faire un test de Dunn pour déterminer comment ces groupes diffèrent de façon 

statistiquement significative les uns par rapport aux autres. [44] Or, dans le cas présent, il n’y a que 

2 groupes indépendants, ce qui rend le test de Dunn inutile. L’analyse relative effectuée 

précédemment permettra amplement de déterminer le sens de la variation des métriques de qualité 

pour ces deux groupes.  

   

L’ensemble de ces résultats est présenté dans le chapitre suivant.   
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CHAPITRE 4 RÉSULTATS ET ANALYSES 

Dans cette section, les résultats des expériences issues des différentes étapes de la preuve de 

concept ainsi que les expériences finales sur de la salive humaine sont présentés.  

4.1 Résultats de la preuve de concept 

Les différentes expériences exposées dans cette sous-section ont mené aux choix permettant 

d’optimiser la méthode pour des échantillons de salive humaine. 

4.1.1 Validation de la technique 

Ce test permet de montrer qu’effectivement l’ajout de l’exposition de la source de 

photoblanchiment permet l’amélioration du signal Raman. À la Figure 4.1, le SNR du contrôle 

stagne autour de 0,150 tandis que le test avec photoblanchiment montre, bien que légère, une 

constante augmentation du SNR d’une acquisition à l’autre. Il est important de noter qu’à ce stade-

ci aucune optimisation du système n’a été réalisée.  

  

Figure 4.1. Résultats du test de validation de la méthode avec des graines de sésame. Colonne de 

gauche, le test contrôle où seul le laser Raman est exposé à l’échantillon. Colonne de droite, le test 

avec la source Lumencor à 514 nm. En haut, les spectres bruts des acquisitions de spectroscopie 

Raman, en bas, leur SNR respectifs.   

Ce résultat est suffisant pour valider la faisabilité de la méthode de la combinaison du 

photoblanchiment à la spectroscopie Raman.  
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4.1.2 Choix de la longueur d’onde de photoblanchiment 

À la Figure 4.2, l’évolution du niveau de fluorescence, du SNR et du SBR est appréciée pour 

chacune des acquisitions de chacune des longueurs d’onde testées sur des échantillons de collagène. 

Systématiquement, la fluorescence diminue jusqu’à une stabilisation après 8 acquisitions, sauf avec 

la DEL violette (400nm) où le niveau de fluorescence au contraire légèrement augmenter. Ceci 

peut s’expliquer par une dénaturation trop importante de l’échantillon. De plus, comme attendu le 

SNR et le SBR du spectre complet pour chacune des longueurs d’onde suivent une tendance à la 

hausse, encore sauf avec la DEL violette où les valeurs de ces métriques restent plus ou moins 

constantes tout au long de l’expérience. Remarque intéressante, les deux extrêmes des longueurs 

d’onde où l’échantillon n’a pas subi de regain de fluorescence, bleu (439nm) et rouge (630nm) ont 

des valeurs de paramètres presque superposées, et ce pour chacune des métriques présentées à la 

Figure 4.2.  

 

Figure 4.2. Résultats du test du choix de longueur d’onde avec les 6 DELs du Lumencor sur des 

échantillons de collagène pur.  

Cependant, ce qui permet de faire un choix éclairé est de quantifier l’impact relatif à la première 

acquisition de l’expérience sur ces trois paramètres d’analyse selon l’équation ci-dessous :  

 

( 9 )                     Valeur relative [%]  =  
Dernière acquisition − Première acquisition 

Première acquisition
 ×  100 
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Ces valeurs sont présentées au Tableau 4.1 avec les valeurs relatives du contrôle mises en valeur 

pour mieux comparer les résultats des autres expériences. Note importante, le signe de ces valeurs 

permet de montrer si la première acquisition est de valeur supérieure ou non à la dernière 

acquisition. Ainsi, il est attendu que le niveau de fluorescence soit négatif (perte), et les SNR et 

SBR soit positifs (gain). 

En comparant les valeurs des différentes longueurs d’onde à celles du contrôle, le turquoise 

(514nm) obtient les meilleures améliorations par rapport à sa valeur initiale pour chacun de ces 

paramètres. Cependant, en termes de suppression de fluorescence toutes ces longueurs d’onde sont 

significativement meilleures que le contrôle et reste dans le même ordre de grandeur, sauf pour le 

violet (400nm) où un regain de fluorescence est identifié. De plus, en ce qui concerne les valeurs 

relatives de SNR et SBR sont toutes significativement supérieure à celles respectives du contrôle, 

sauf encore le violet (400nm) pour la même raison énoncée plus tôt, et cette fois le vert (559nm), 

parce que les bandes Raman ont été affectées en intensité, voir trop photoblanchie et des liens 

moléculaires ont été affectés lors de l’expérience.   

Tableau 4.1. Valeurs relatives du niveau de fluorescence, SBR, SNR et de l’aire sous le signal 

Raman des spectres complets de collagène aux différentes longueurs d’onde du Lumencor.  

 

Malgré le tiers du niveau de fluorescence supprimé, les SNR et SBR augmentés d’environ 50% et 

un signal Raman améliorer à la longueur d’onde 514nm, il reste qu’il y a un problème au niveau 

de la densité de puissance. En effet, lorsqu’on s’attarde à la variation du niveau de fluorescence du 

spectre, toutes les longueurs d’onde oscillent autour de 30% de suppression du signal de 

fluorescence.   

Couleur 
Niveau de 

fluorescence 
SBR SNR 

Aire sous le 

signal Raman 

Contrôle  
-16,72% 18,82% 17,88% -1,05% 

Laser Raman 

Turquoise -33,41% 50,28% 47,91% 0,07% 

Cyan -31,36% 43,17% 41,86% -1,73% 

Rouge -30,67% 31,17% 30,50% -9,05% 

Bleu -27,26% 31,10% 30,44% -4,64% 

Vert -28,08% 13,17% 12,81% -18,26% 

Violet -10,19% 4,07% 3,98% -6,54% 
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Ces résultats dirigent l’étude vers une expérience avec l’ensemble des DELs du Lumencor allumées 

afin de tester l’effet du photoblanchiment avec une plus grande densité de puissance, jusqu’à 

environ 6 fois supérieures à celle d’une DEL unique du Lumencor, 6,281 W/cm2 au lieu de 0,707 

W/cm2. Cependant, même avec cette densité de puissance, les résultats avec le collagène ne 

semblent pas concluants. De plus, un problème technique est survenu et cette source n’est plus 

stable en termes de puissance dans le temps à l’échelle d’une semaine. Toutes ces raisons amènent 

le projet à la source de photoblanchiment finale du montage, la source DEL blanche LS-WL1.  

4.1.3 Test du laser Raman comme source de photoblanchiment 

Ce test démontre qu’il est possible d’utiliser un laser Raman comme source de photoblanchiment.  

 

Figure 4.3. Résultats du test du laser IPS comme source de photoblanchiment sur de la poudre de 

collagène pur. En haut à gauche, les spectres bruts moyens de chacune des acquisitions Raman. En 

haut à droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence moyen selon les acquisitions 

Raman. En bas à gauche, l’évolution du SNR moyen et à droite le SBR moyen selon les acquisitions 

Raman.  

En effet, à partir de 10 acquisitions, soit environ 5min (en incluant les pauses de 30s), 

l’amélioration du signal semble se stabiliser à 0,0675 pour le SNR moyens et 6,75% pour le SBR 
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moyens des spectres Raman. Ceci représente une augmentation relative entre la première et 

dernière acquisition de 15,16% et 15,22% pour le SNR et SBR respectivement. De plus, par le 

même calcul, le niveau de fluorescence est supprimé de 14,11% par rapport à la première 

exposition.  

Ces résultats permettent de proposer l’idée de simplement exposer l’échantillon au laser Raman 

sans prendre d’acquisition avant l’acquisition des spectres Raman afin d’améliorer leurs SNR et 

SBR.  

4.1.4 Choix du temps de photoblanchiment pour la salive humaine 

L’aire sous le signal de fluorescence, le SBR et le SNR sont tous moyennés sur les 50 

accumulations des acquisitions pré-photoblanchiment et post-photoblanchiment présentés à la 

Figure 4.4.  

 

Figure 4.4. Résultats de l’expérience visant à déterminer le temps optimal de photoblanchiment 

pour la salive humaine. De gauche à droite, la variation moyenne du niveau de fluorescence, du 

SNR et du SBR (pour la bande centrée à 1003 cm-1) pour chacun des temps de photoblanchiment 

avant et après l’exposition de la source blanche.  
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Les valeurs moyennes du SNR et du SBR de la bande 1003 cm-1 augmentent dans la majorité des 

cas post-photoblanchiment contrairement à l’aire sous le signal de fluorescence moyenne qui 

diminue post-photoblanchiment tel qu’espéré. Ainsi lorsque l’importance des variations entre les 

valeurs pré et post-photoblanchiment est considérée, ces résultats démontrent qu’après 60 secondes 

de photoblanchiment par source blanche, le modèle de salive ne semble pas obtenir d’amélioration 

notable en termes de qualité de signal.  

 

Cette expérience conclut qu’une minute d’exposition de l’échantillon de salive à la source de 

photoblanchiment DEL est suffisant pour améliorer le signal Raman. Il est maintenant possible de 

passer à des expériences sur de la vraie salive.   

4.2 Salive humaine sèche 

Dans cette section, les résultats de l’expérience combinant la spectroscopie Raman au 

photoblanchiment avec une source blanche DEL (LS-WL1) sur des échantillons de salive humaine 

sèche sont présentés et analysés. Tout d’abord, une analyse du niveau d’autofluorescence au 

courant de l’expérience est faite afin de quantifier la suppression de celle-ci. Ensuite, les différentes 

métriques permettant de quantifier la qualité du signal Raman sont analysées relativement aux 

acquisitions pré-photoblanchiment DEL pour apprécier l’impact de celui-ci. Puis, une analyse 

statistique est effectuée afin de quantifier le niveau de signification statistique de l’impact de l’ajout 

du photoblanchiment DEL sur les métriques de qualité des spectres Raman.  

4.2.1 Analyse de l’évolution du niveau d’autofluorescence 

L’analyse de l’effet du photoblanchiment sur la fluorescence est quantifiée par son aire sous la 

courbe. Ci-dessous, un exemple d’une goutte de salive sèche comparant les acquisitions avant et 

après photoblanchiment DEL. La sous-figure de droite de la Figure 4.5 permet de découpler les 

effets de photoblanchiment causés par le laser Raman lors de l’acquisition des spectres et ceux 

causés par la source DEL blanche. 
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Figure 4.5. Exemple d’expérience de photoblanchiment sur une goutte de salive sèche. À gauche, 

les spectres bruts des accumulations des acquisitions pré (en bleu) et post-photoblanchiment (en 

rouge) par DEL blanche. À droite, l’aire sous la courbe du signal de fluorescence des spectres 

complets selon les accumulations pour les acquisitions avant et après photoblanchiment DEL. 

Les lettres ABCD permettent de faire l’analyse de l’évolution du niveau de fluorescence de toutes 

les gouttes de tous les échantillons. La lettre A correspond à la première accumulation et B à la 

dernière accumulation de l’acquisition Raman pré-photoblanchiment DEL alors que C correspond 

à la première accumulation et D à la dernière accumulation de l’acquisition Raman post-

photoblanchiment DEL. Contrairement à la Figure 4.5, quelques échantillons ont gagné en 

fluorescence entre la fin de l’acquisition Raman pré-photoblanchiment DEL et le début de 

l’acquisition post-photoblanchiment DEL blanche. Un exemple est illustré à la Figure 4.6. 

 

Figure 4.6. Exemple d’expérience de photoblanchiment sur une goutte de salive sèche ayant eu un 

regain de fluorescence entre les deux acquisitions. À gauche, les spectres bruts des accumulations 

des acquisitions pré (en bleu) et post-photoblanchiment (en rouge) par DEL blanche. À droite, 

l’aire sous la courbe du signal de fluorescence des spectres complets selon les accumulations pour 

les acquisitions avant et après photoblanchiment DEL. 
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Les niveaux de l’aire sous le signal de fluorescence à ces 4 accumulations (A, B, C, D) pour 

chacune des gouttes de chacun des échantillons de salive sèche communiquent des informations 

utiles pour analyser l’impact de la méthode. En effet, comme le montre les deux exemples de 

gouttes de salive sèche ci-haut, l’exposition au laser Raman lors de l’acquisition Raman pré-

photoblanchiment DEL affecte systématiquement le niveau de fluorescence à la baisse. Puis, il y a 

un regain de fluorescence post-photoblanchiment DEL qui normalement est de plus faible intensité 

que la première accumulation au laser Raman pré-photoblanchiment DEL (C  A), sauf dans le cas 

où ce regain dépasse significativement le niveau de fluorescence initial de l’expérience pour les 

gouttes de l’échantillon 6. Les gouttes des échantillons 4 et 5 ont aussi subi un regain de 

fluorescence, quoique moins impressionnant que pour celles de l’échantillon 6. L’exposition laser 

de l’acquisition post-photoblanchiment permet de contrer l’effet de ce regain de fluorescence. 

Cependant, dans le cas où le regain est supérieur au niveau initial, l’exposition laser Raman à elle 

seule ne permet pas de retrouver le niveau de fluorescence observé à la fin de l'acquisition pré-

photoblanchiment DEL. En calculant les rapports entre ces niveaux de fluorescence clés, les 

regains et suppressions de fluorescence sont alors quantifiés au Tableau 4.2. Ces rapports 

permettent une analyse plus approfondie de la suppression de fluorescence.  

 

Le rapport B/A permet de quantifier l’effet du photoblanchiment du laser Raman lors de 

l’acquisition avant le photoblanchiment DEL. Le rapport C/B permet de quantifier le regain de 

fluorescence entre la dernière accumulation de l’acquisition pré-photoblanchiment DEL et la 

première accumulation post-photoblanchiment DEL. Le rapport D/B quantifie l’effet du 

photoblanchiment DEL par rapport au photoblanchiment par laser Raman lors de l’acquisition 

post-photoblanchiment DEL. Puis, le rapport D/A quantifie le niveau de fluorescence restant du 

niveau initial, soit l’effet du photoblanchiment par laser Raman et par la source DEL blanche. Les 

deux dernières colonnes de ce tableau donnent le pourcentage de fluorescence supprimée par la 

combinaison du photoblanchiment causé par les deux sources (D/A – 100%) et le pourcentage de 

fluorescence supprimée par la première exposition Raman à elle seule (B/A – 100%). 
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Tableau 4.2. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les différents niveaux de 

fluorescence A, B, C et D pour chacun des échantillons de salive sèche.  

Échantillons 

# 

B/A  

[%] 

C/B  

[%] 

D/B  

[%] 

D/A  

[%] 

D/A-100 

[%] 

B/A-100 

[%] 

1 71,46 ± 5,21 113,73 ± 2,38 97,73 ± 0,47 69,86 ± 5,32 -30,14 ± 5,32 -28,54 ± 5,21 

2 55,54 ± 1,17 137,86 ± 3,08 99,00 ± 1,78 54,98 ± 1,58 -45,02 ± 1,58 -44,46 ± 1,17 

3 52,50 ± 1,01 150,74 ± 1,60 99,35 ± 0,94 52,16 ± 1,26 -47,84 ± 1,26 -47,50 ± 1,01 

4 59,93 ± 1,16 153,46 ± 1,84 101,42 ± 0,96 60,79 ± 1,39 -39,21 ± 1,39 -40,07 ± 1,16 

5 59,43 ± 2,55 159,48 ± 6,87 110,68 ± 3,24 65,75 ± 2,91 -34,25 ± 2,91 -40,57 ± 2,55 

6 66,14 ± 0,72 161,67 ± 7,69 127,17 ± 6,06 84,08 ± 3,33 -15,92 ± 3,33 -33,86 ± 0,72 

 

En commençant par D/A, le niveau de fluorescence final sur l’initial, pour tous les échantillons il 

y a eu une diminution du niveau de fluorescence. De plus, les valeurs de pertes de fluorescence 

totales de l’expérience et après la première acquisition (D/A - 100% et B/A - 100%) pour les 

échantillons 1 à 4 sont dans le même intervalle de cohérence. En revanche dans le cas des 

échantillons 5 et 6, où il y a eu un regain de fluorescence important, le photoblanchiment causé par 

le laser Raman lors de la première acquisition a permis de supprimer significativement plus 

d’autofluorescence qu’avec le photoblanchiment DEL. Ceci est particulièrement apparent pour 

l’échantillon 6 où en moyenne le photoblanchiment par laser Raman supprime environ le double 

du niveau de fluorescence initial comparativement au photoblanchiment DEL combiné au laser 

Raman.  

En s’intéressant à la transition entre le photoblanchiment Raman et DEL, le rapport C/B donne 

l’information sur le regain de fluorescence entre ces deux expositions. Effectivement, lorsque C/B 

est égal à 100 %, cela signifie que le niveau de fluorescence est inchangé entre la fin de la première 

acquisition et le début de la seconde. Or, dans tous les cas, en moyenne, les gouttes de salive ont 

toutes subi un regain de fluorescence entre les deux acquisitions Raman, puisque ce rapport est 

toujours supérieur à 100%. Ceci indique que ces échantillons sont particulièrement fluorescents, 

comme attendu. Cependant, certains regains de fluorescence post-photoblanchiment DEL sont plus 
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importants que d’autres dans les cas des gouttes des échantillons 4, 5 et 6, ce qui affecte l’efficacité 

de suppression de l’autofluorescence, tel qu’expliqué avec le rapport D/A.   

En comparant les deux accumulations de fin d’acquisitions Raman avec le rapport D/B, l’efficacité 

du photoblanchiment DEL est testée. Lorsque D/B est inférieur à 100 %, le total des expositions a 

permis de supprimer davantage de fluorescence qu’avec l’exposition laser Raman à elle seule. À 

l’inverse, lorsque le ratio D/B est supérieur à 100 %, il y a eu un regain important de fluorescence 

qui a rendu l’effet du photoblanchiment par DEL inefficace. Tel est le cas pour les échantillons 4, 

5, et 6. En revanche, les échantillons 1, 2 et 3 n’ont qu’une très faible différence entre les niveaux 

de fluorescence de B et D. En observant l’ensemble des niveaux de fluorescence des accumulations 

pour chacune des gouttes de salive sèche présenté à l’Annexe C, il est évident que 50 accumulations 

de spectres Raman est une trop grande quantité pour ce type d’expériences. Ce paramètre a été fixé 

selon les protocoles des expériences passées du LUMED LAB sur des échantillons de salive lors 

de l’étude sur le COVID-19.   

Ainsi, ces résultats suggèrent que l’ajout de l’étape de photoblanchiment DEL lors d’une 

expérience de spectroscopie Raman sur de la salive humaine sèche n’apporte pas une grande 

différence à l’effet du photoblanchiment causé par le laser Raman à même l’acquisition des 

spectres. Le photoblanchiment causé par le laser Raman supprime autant ou presque qu’autant 

d’autofluorescence que la source blanche DEL dans la plupart des cas dans les conditions 

expérimentales présentées dans le chapitre précédent.  Le photoblanchiment DEL serait peut-être 

plus approprié dans le contexte d’acquisitions de spectres Raman à moins de 50 accumulations 

avec les autres paramètres expérimentaux inchangés. Une autre idée serait d’exposer l’échantillon 

de goutte de salive sèche pendant la durée du nombre d’accumulations avant que le niveau de 

fluorescence n’atteigne un plateau de suppression et tout de suite effectuer l’acquisition Raman par 

la suite.  

En outre, ceci justifie une analyse plus détaillée sur l’ensemble des accumulations des acquisitions 

Raman. Et ce en relativisant par rapport à l’acquisition pré-photoblanchiment DEL pour remplir 

les objectifs posés au début de cette étude sur l’impact du photoblanchiment sur la qualité des 

spectres Raman.  
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4.2.2 Analyse des métriques relatives des spectres Raman 

Quatre métriques sont étudiées dans cette section. L’aire sous le signal Raman et l’aire sous le 

signal de fluorescence permettent d’évaluer l’évolution du signal d’intérêt et du signal à supprimer 

respectivement. Le SNR et le SBR permettent de quantifier la qualité des spectres Raman. 

L’analyse des différentes métriques est produite sur des valeurs relatives à l'acquisition pré-

photoblanchiment DEL afin de quantifier la variation de ces métriques, et ce pour chacune des 

accumulations des acquisitions.   

𝑋𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 =  
𝑋𝑎𝑝𝑟è𝑠 − 𝑋𝑎𝑣𝑎𝑛𝑡

𝑋𝑎𝑣𝑎𝑛𝑡
× 100 

Où X correspond soit à l’aire sous le signal Raman ou sous le signal de fluorescence, soit au SBR, 

soit au SNR du spectre Raman. 

 

Le signe de l’axe y est donc important pour déterminer si la métrique à l’étude est supprimée ou 

augmentée post-photoblanchiment. Les valeurs brutes avant et après photoblanchiment DEL sont 

présentées à l’Annexe C. Les figures brutes des différentes métriques permettent d’apprécier les 

tendances des courbes avant et après photoblanchiment DEL, alors que celles présentées ici 

déterminent et quantifient l’effet du photoblanchiment DEL sur les métriques.  

En commençant par l’aire relative sous le signal de fluorescence à la Figure 4.7, il est possible de 

remarquer que la variation post-photoblanchiment DEL se stabilise autour de 30 accumulations 

pour les échantillons n’ayant pas subi de regain de fluorescence (#1, 2 et 3). En effet, la 

fluorescence est supprimée pour l’ensemble des accumulations pour chacune de ces gouttes de 

salive sèche. Après 30 accumulations, l’effet s’atténue et stagne en s’approchant de 0%. Donc, 

après 30 accumulations l’ajout du photoblanchiment DEL n’est plus aussi efficace. 
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Figure 4.7. L’aire relative sous le signal total de fluorescence pour chacune des gouttes de chacun 

des échantillons de salive sèche en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman.  

Ceci vient répondre à la suggestion proposée à la section précédente. Une accumulation dure 1 

seconde, alors il faudrait exposer la goutte de salive sèche au photoblanchiment DEL 30s avant 

l’acquisition Raman pour supprimer autour de 25% du signal de fluorescence en amont. En outre, 

lorsqu’il y a un regain de fluorescence important après l’exposition à la source DEL la variation se 

stabilise autour de 20 accumulations. Il est possible de supprimer l’autofluorescence pour ces 

échantillons (#4, 5, 6) mais seulement pour moins d’une dizaine d’accumulations et pour seulement 

10% au plus de suppression d’autofluorescence.  
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Figure 4.8. L’aire relative du signal total Raman de chacune des gouttes de salive sèche présentée 

pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman.  

 

Par ailleurs, l’aire relative du signal Raman présentée à la Figure 4.8, comme attendu, le niveau du 

signal Raman reste stable durant l’expérience. L’oscillement autour de 0% est potentiellement le 

résultat du bruit de grenailles intrinsèque à la détection de photons. Or, les aires sous le signal 

Raman des échantillons ayant subi un regain de fluorescence n’ont pas été affectées par ce 

phénomène. En effet, comme les échantillons 1, 2 et 3 les échantillons 4, 5 et 6 maintiennent une 

aire relative stable sous le signal Raman des spectres d’accumulations.   
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Figure 4.9. Les SBR relatifs de chacune des gouttes de salive sèche présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman à la bande 1003 cm-1.  

En s’intéressant maintenant aux valeurs de SBR relatifs présentées à la Figure 4.9, le caractère 

relativement aléatoire des distributions des points est un artefact du bruit de grenailles expliqué 

plus haut. En s’intéressant plutôt au signe de la variation relative du SBR en fonction des 

accumulations, les échantillons 1, 2 et 3 ont une distribution majoritairement positive marquant 

une amélioration du signal sur la bande 1003 cm-1. L’échantillon 4 semble également distribué 

négativement et positivement, tandis que les échantillons 5 et 6 tendent vers une distribution 

négative suggérant une dépréciation du signal Raman à la bande 1003 cm-1. Ceci reflète bien 

l’analyse effectuée précédemment. Le Tableau 4.3 permet de quantifier ces améliorations. 
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Tableau 4.3. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de SBR de la 

bande 1003 cm-1 associées aux accumulations A, B, C et D pour chacun des échantillons de salive 

sèche (#). 

# 
B/A 

[%] 

C/B 

[%] 

D/B 

[%] 

D/A 

[%] 

D/A -100 

[%] 

B/A -100 

[%] 

1 136,09 ± 26,52 98,57 ± 12,99 111,31 ± 4,51 150,55± 24,39 50,55± 24,39 36,09 ± 26,52 

2 116,27 ± 34,37 89,83 ± 41,02 120,08 ± 39,63 127,56 ± 13,14 27,56 ± 13,14 16,27 ± 34,37 

3 132,86 ± 23,08 77,30 ± 10,72 98,22 ± 13,60 129,86 ± 28,43 29,86 ± 28,43 32,86 ± 23,08 

4 119,64 ± 30,63 71,63 ± 5,20 100,38 ± 32,25 111,90 ± 20,89 11,90 ± 20,89 19,64 ± 30,63 

5 150,10 ± 23,68 71,79 ± 13,59 104,38 ± 22,25 154,66 ± 37,16 54,66 ± 37,16 50,10 ± 23,68 

6 243,22± 62,33 58,69 ± 10,23 77,05 ± 34,68 169,93 ± 34,68 69,93 ± 34,68 143,22 ± 62,33 

Dans tous les cas, qu’il y ait eu un regain de fluorescence ou non, le SBR de l’accumulation finale 

de l’expérience est toujours supérieur à celui de la première accumulation en moyenne (D/A > 100 

%). Il est donc intéressant de noter que le SBR augmente après les expositions de photoblanchiment 

DEL et du laser Raman. De surcroît, l’impact du photoblanchiment du laser Raman sur 

l’amélioration du SBR est évidement dans tous les cas aussi, A  B et C  D. Les échantillons de 

salive n’ayant pas subi de regain de fluorescence voient leur SBR de la bande 1003 cm-1 augmenter 

entre environ 25% et 50% entre le début et la fin de l’expérience (D/A - 100%). Il est très important 

de noter que bien que 50% semble être une augmentation importante, l’ordre de grandeur du SBR 

des spectres Raman oscille autour de 2%. Cela dit en comparant les deux dernières colonnes du 

Tableau 4.3, les échantillons 1 et 2 n’ayant pas subi de regain de fluorescence ont obtenu une légère 

amélioration de leur SBR de la bande Raman à 1003 cm-1 grâce au photoblanchiment DEL par 

rapport à celui causé par le laser Raman lors de la première acquisition Raman. Or, les échantillons 

avec regain de fluorescence, il arrive même que le photoblanchiment Raman génère une meilleure 

amélioration du SBR qu’avec le photoblanchiment DEL tel qu’observé à l’aide des valeurs des 

échantillons 5 et 6 du Tableau 4.3.  

Ceci vient corroborer qualitativement l’hypothèse que le photoblanchiment a un impact sur la 

qualité du signal diffusion Raman. Cependant, le photoblanchiment causé par le laser Raman est 

plus efficace que celui généré par la source DEL blanche.  
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Figure 4.10. Les SNR relatifs de chacune des gouttes de salive sèche présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  

Finalement, semblablement à l’analyse du SBR, les valeurs de SNR relatifs à l’acquisition pré-

photoblanchiment sont distribuées avec un certain degré de hasard attribué au bruit de grenailles 

intrinsèque à la détection de photons. À la Figure 4.10, les échantillons 1, 2 et 3 ont une distribution 

plutôt positive, tandis que les échantillons 5 et 6 ont une distribution plutôt négative et l’échantillon 

4 est distribué à peu près également autour de l’axe 0%.  

Au Tableau 4.4, il est possible de remaquer en comparant les deux dernières colonnes que la 

différence entre l’impact du photoblanchiment Raman (B/A -100%) et celui du photoblanchiment 

Raman et DEL combiné (D/A – 100%) est minime en tenant compte des intervalles de cohérence 

des valeurs moyennes. De ce fait, une amélioration d’environ 25% entre le début et la fin de 

l’expérience peut être principalement attribué à l’exposition au laser Raman.  
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Tableau 4.4. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de SNR des 

spectres Raman associées aux accumulations A, B, C et D pour chacun des échantillons de salive 

sèche (#). 

# 
B/A 
[%] 

C/B 
[%] 

D/B 
[%] 

D/A 
[%] 

100 - D/A 
[%] 

100 - B/A  
[%] 

1 127,05 ± 14,66 93,23 ± 15,10 98,41 ± 5,59 124,46 ± 10,71 24,46 ± 10,71 27,05 ± 14,66 

2 139,60 ± 4,32 76,71 ± 6,34 91,20 ± 4,72 127,39 ± 8,76 27,39 ± 8,76 39,60 ± 4,32 

3 129,25 ± 16,80 85,53 ± 8,55 99,25 ± 14,84 127,64 ± 22,71 27,64 ± 22,71 29,25 ± 16,80 

4 135,58 ± 11,08 77,91 ± 5,61 97,59 ± 11,04 131,46 ± 11,26 31,46 ± 11,26 35,58 ± 11,08 

5 119,24 ± 11,91 77,00 ± 8,32 102,48 ± 5,49 122,00 ± 11,49 22,00 ± 11,49 19,24 ± 11,91 

6 105,82 ±10,03 73,17 ± 3,05 83,36 ± 6,40 88,30 ± 11,17 -11,70 ± 11,17 5,82 ± 10,03 

 

En outre, il est intéressant de faire la comparaison entre les résultats des gouttes sèches avec la 

meilleure et la pire qualité de signal. Ceci est illustré à la Figure 4.11, où les spectres Raman des 

acquisitions pré et post-photoblanchiment des gouttes de salive sèche ayant la meilleure (goutte 

#1, échantillon 1) et la pire (goutte #2, échantillon 4) qualité de signal sont comparés. En effet, en 

appréciant les spectres Raman moyennés et normalisés il est évidement que le spectre de droite est 

beaucoup plus bruité que celui de gauche. La goutte ayant la meilleure qualité de signal maintient 

un SBR quatre fois supérieur sur l’ensemble des accumulations par rapport à la goutte ayant la pire 

qualité de signal. De plus, le SNR de meilleure qualité représente presque le double de celui de 

moindre qualité.   
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Figure 4.11. Comparaison des spectres Raman moyennés et normalisés ayant les meilleurs (à 

droite) et les pires (à gauche) SNR et SBR résultant de l’expérience combinant le photoblanchiment 

à la spectroscopie Raman. À droite, la goutte #1 de l’échantillon 1 de salive sèche. À gauche, la 

goutte # 2 de l’échantillon 4 de salive sèche. 

En appréciant les tendances des courbes de leurs SBR et SNR respectifs, seule la goutte de du 

meilleure spectre connait une amélioration significative. Entre les valeurs initiales et finales le SBR 

de la bande Raman obtient un gain d’environ 1% et environ 0,005 de plus pour le SNR du spectre 

Raman, ce qui représente une amélioration de 85% pour le SBR et de 33% pour le SNR. En effet, 
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dans le cas de la goutte ayant la pire qualité de signal, elle n’obtient qu’un gain de SBR de la bande 

1003 cm-1 de 0,15%, ce qui représente une amélioration de 19% par rapport à sa valeur initiale et 

un gain de SNR de 0,001, ce qui représente une amélioration de 24% par rapport à sa valeur au 

début de l’expérience.  

4.2.3 Analyse statistique 

Cette analyse permet de quantifier statistiquement à quel point l’écart entre les valeurs pré et post-

photoblanchiment DEL est important en raison de la faible quantité d’échantillons disponibles. Un 

test des rangs signés de Wilcoxon pour groupes pairés est fait pour chacun des échantillons en 

paires avant et après exposition photoblanchissante DEL.  

Rappel de l’hypothèse nulle et l’alternative :  

H0 : Le photoblanchiment de l’échantillon n’a pas d’effet significatif sur la variation de la métrique 

de qualité étudiée du spectre Raman (du SNR ou du SBR) ou détériore la qualité du signal Raman.  

[SNR, SBR] avant PB ≥ [SNR, SBR] après PB  

Ha : Le photoblanchiment de l’échantillon a un impact significatif sur la variation de la métrique 

étudiée (du SNR ou du SBR). Cet impact permet d’améliorer le SNR ou le SBR du spectre Raman.  

[SNR, SBR] avant PB  [SNR, SBR] après PB  

Tableau 4.5. Résultats des tests statistiques Wilcoxon pour chacun des échantillons de salive sèche 

avec exposition photoblanchissante DEL pour un  = 0,05%.  

Échantillons 

# 

SBR SNR 

Valeurs-p Réussi? Valeurs-p Réussi? 

1 6,27 x 10-4 Oui 1,25 x 10-4 Oui 

2 1,48 x 10-6 Oui 8,26 x 10-7 Oui 

3 5,05 x 10-2 Non 9,07 x 10-5 Oui 

4 8,90 x 10-1 Non 9,77 x 10-1 Non 

5 1,00 x 100 Non 1,00 x 100 Non 

6 1,00 x 100 Non 1,00 x 100 Non 
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En cohérence avec les analyses précédentes, l’écart entre les valeurs de SBR de la bande Raman à 

1003 cm-1 avant et après l’exposition photoblanchissante DEL est statistiquement significatif pour 

les deux premiers échantillons de salive humain sèche. Tel est de même pour l’écart entre les 

valeurs de SNR des spectres Raman avant et après l’exposition photoblanchissante DEL en plus 

du l’échantillon 3. Ainsi, l’hypothèse nulle est rejetée pour les échantillons 1 et 2 pour les deux 

métriques et l’hypothèse alternative est testée avec le niveau de signification statistique  au 

Tableau 4.5. Cependant, il est impossible de rejeter l’hypothèse nulle pour les valeurs de SNR pour 

les échantillons 4, 5 et 6 et pour les valeurs de SBR de la bande Raman pour les échantillons 3 à 6. 

4.3 Salive humaine liquide 

Tout comme pour les échantillons de salive humaine sèche, les échantillons de salive humaine 

liquide sont présentés et analysés. Les mêmes analyses sont effectuées en plus d’une comparaison 

entre les expériences effectuées sur des gouttes de salive d’un même échantillon avec et sans 

photoblanchiment DEL. Ceci permet de vérifier si les observations de ces résultats sont causées 

par le photoblanchiment DEL et/ou par l’assèchement de la goutte de salive exposée à des sources 

lumineuses puissantes au courant de l’expérience. Tout d’abord, une analyse de l’évolution du 

niveau d’autofluorescence des échantillons de salive liquide est présentée. Ensuite, une analyse des 

métriques relatives des spectres Raman permet d’apprécier l’impact du photoblanchiment DEL sur 

la qualité de ceux-ci. Puis, une analyse statistique est effectuée afin de montrer le niveau de 

signification statistique de ces résultats. 

4.3.1 Analyses des échantillons avec photoblanchiment DEL 

Tout d’abord, les échantillons de gouttes de salive liquide ayant suivi le même protocole 

expérimental que la salive sèche sont analysés de la même manière. Le groupe contrôle est donc 

l’acquisition pré-photoblanchiment DEL dans cette sous-section.  

4.3.2 Analyse de l’évolution du niveau d’autofluorescence 

Comme pour les échantillons de salive sèche, l’évolution des niveaux de fluorescence des 

échantillons de salive liquide suivent une tendance similaire. En effet, la première acquisition 

Raman permet une suppression d’autofluorescence (accumulations A à B), suivi d’un certain regain 

d’autofluorescence entre la fin de l’acquisition pré-photoblanchiment DEL et le début de celle post-

photoblanchiment DEL (accumulations B à C).  
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Puis, comme pour l’acquisition pré-photoblanchiment DEL, l’exposition de l’échantillon au laser 

Raman lors de l’acquisition post-photoblanchiment aide aussi à la suppression du niveau de 

fluorescence (accumulations C à D). Le Tableau 4.6 permet de quantifier les pourcentages des 

niveaux de fluorescence supprimer lors des étapes de photoblanchiment DEL et d’exposition au 

laser Raman lors des acquisitions de spectroscopie Raman. 

Tableau 4.6. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les différents niveaux de 

fluorescence A, B, C et D pour chacun des échantillons de salive liquide avec exposition 

photoblanchissante DEL. 

Échantillons 
B/A 

 [%] 

C/B 

 [%] 

D/B 

 [%] 

D/A 

 [%] 

D/A-100  

[%] 

B/A-100  

[%] 

1 74,34 ± 8,01 120,52 ± 8,67 92,96 ± 1,28 69,04 ± 1,28 -30,96 ± 6,93 -25,66 ± 8,01 

2 80,06 ± 4,56 104,45 ± 4,45 88,36 ± 0,32 70,75 ± 0,32 -29,25 ± 4,24 -19,94 ± 4,56 

3 75,08 ± 9,56 126,28 ± 11,65 91,02 ± 3,57 68,35 ± 3,57 -31,65 ± 8,98 -24,92 ± 9,56 

4 63,22 ± 1,18 154,44 ± 2,57 107,62 ± 3,16 68,02 ± 3,16 -31,98 ± 1,83 -36,78 ± 1,18 

5 69,82 ± 5,64 126,98 ± 7,94 93,14 ± 1,58 65,05 ± 1,58 -34,95 ± 5,59 -30,18 ± 5,64 

 

En étudiant le rapport D/B, il est possible de remarquer le niveau de fluorescence final est toujours 

en moyenne inférieur à 100%, ce qui indique que l’exposition photoblanchissante DEL et du laser 

Raman de l’acquisition post-photoblanchiment DEL permet une plus grande suppression de 

fluorescence que l’exposition au laser Raman pré-photoblanchiment DEL seulement, sauf pour 

l’échantillon 4 qui a subi un regain de fluorescence.  

En s’intéressant maintenant aux deux dernières colonnes qui quantifient la suppression de 

fluorescence issue de l’exposition laser lors de l’acquisition pré-photoblanchiment (B/A – 100%) 

et l’ensemble des expositions photoblanchissante de l’expérience (D/A – 100%), l’écart entre les 

deux valeurs moyennes reste faible. En effet, en tenant compte des incertitudes la suppression 

moyenne de la fluorescence après l’ensemble des expositions (D/A – 100%) n’est qu’une 

amélioration d’environ 5% par rapport à la quantité de fluorescence supprimée lors de la première 

acquisition Raman pré-photoblanchiment DEL (B/A – 100%), qui est d’environ 25%.  
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En outre, il est intéressant de noter que malgré le regain de fluorescence important des échantillons 

3 et 4, ceux-ci ont tout de même bénéficier une suppression de fluorescence d’environ 30% de leur 

niveau initial en moyenne.  

4.3.3 Analyse des métriques relatives des spectres Raman 

Comme pour l’analyse des échantillons de salive sèche, il faut s’intéresser à l’évolution des 

paramètres étudiés selon les accumulations des acquisitions Raman pour apprécier l’effet du 

photoblanchiment causé par le laser Raman et étudier la variation relative à l’acquisition pré-

photoblanchiment DEL pour apprécier l’effet du photoblanchiment DEL.  

En commençant par la variation du niveau de fluorescence par rapport à l’acquisition pré-

photoblanchiment à la Figure 4.12, l’échantillon 3 a subi des phases de regain de fluorescence 

pendant les acquisitions Raman ce qui explique la tendance atypique des courbes des différentes 

gouttes.  Les échantillons 1 et 5 quant à eux voient leur variation de l’aire sous le signal de 

fluorescence se stabiliser après 10 accumulations. De plus, l’expérience a permis pour ces 

échantillons de supprimer entre 5% et 10% du niveau de fluorescence pré-photoblanchiment DEL. 

Par ailleurs, l’échantillon 2 a particulièrement bien réagit à l’expérience et le niveau de 

fluorescence de ses gouttes de salive liquide a été réduit d’environ 15% et se stabilise après 30 

accumulations. Ainsi, dans le cas des échantillons 1, 2 et 5 l’expérience a rempli sa fonction de 

supprimer substantiellement le signal de fluorescence du spectre Raman de leur gouttes de salive 

liquide. Or, tel n’est pas le cas pour les gouttes de salive liquide de l’échantillon 4 qui ont subi un 

regain de fluorescence entre les deux acquisitions Raman. Ceci peut s’expliquer probablement par 

une multitude de facteurs confondants propre aux échantillons de salive humaine. Ainsi, il faudrait 

une plus grande variété d’échantillon classée selon certains facteurs contrôlés pour vérifier l’impact 

de la variation de ces rapports et pourquoi ce phénomène de regain de fluorescence survient au 

cours de l’expérience.  
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Figure 4.12. L’aire relative sous le signal total de fluorescence pour chacune des gouttes de chacun 

des échantillons de salive liquide avec exposition photoblanchissante DEL en fonction de 

l’accumulation des acquisitions Raman.  

L’aire relative du signal Raman des spectres des gouttes de salive liquide présentée à la Figure 4.13 

démontre que comme pour les gouttes de salive sèche, une distribution dispersée est le résultat du 

bruit de grenailles intrinsèque à la détection de photon. Le bruit de grenailles est d’environ 20%, 

soit la déviation standard du signal Raman. Ces valeurs demeurent dans l’intervalle généré par le 

bruit de grenailles pour l’ensemble des échantillons, indiquant une stabilité du signal Raman au 

cours de l’expérience et des acquisitions. Or, il est important de noter bien que les distributions des 

aires sous le signal Raman de chacune des gouttes est majoritairement négative, il faut prendre en 

compte qu’il s’agit ici de l’aire du spectre Raman au complet, incluant la bande Raman de l’eau. Il 

est fort probable que l’échantillon s’assèche au cours de l’expérience compte tenu des densités de 

puissance des sources de lumières utilisées.  
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Figure 4.13. L’aire relative sous le signal Raman des spectres d’accumulation pour chacune des 

gouttes de chacun des échantillons de salive liquide avec exposition photoblanchissante DEL en 

fonction de l’accumulation des acquisitions Raman.  

Ensuite, à la Figure 4.14 les SBR relatifs de la bande 1003 cm-1 des différents échantillons exposés 

au photoblanchiment DEL montrent une amélioration du SBR par le signe positif de leur 

distribution relative. Il n’y a que l’échantillon 4 dont la distribution semble plutôt partagée et tendre 

vers le négatif. Il s’agit aussi d’un échantillon ayant subi un regain de fluorescence entre les deux 

acquisition Raman. Par ailleurs, même si l’échantillon 3 a subi des phases de regain pendant les 

acquisitions Raman ses valeurs de SBR ne semblent pas avoir été impactées négativement par cela. 

En effet, la majorité de la distribution de ses valeurs se situe dans la moitié positive marquant une 

amélioration du SBR de la bande 1003 cm-1 des spectres Raman de salive liquide humaine.   
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Figure 4.14. Les SBR relatifs de chacune des gouttes de salive liquide avec exposition 

photoblanchissante présentés pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des 

acquisitions Raman à la bande 1003 cm-1.  

Par ailleurs, au Tableau 4.7 les valeurs moyennes des rapports entre ces accumulations clés 

permettent de constater que dans tous les cas en moyenne un gain de SBR est obtenu par 

l’expérience, sauf l’échantillon 4. En moyenne les échantillons de gouttes de salive liquide exposée 

au photoblanchiment DEL voient leur SBR de la bande 1003 cm-1 augmenter entre 20% et 50% 

par rapport au SBR de l’accumulation initiale. Cependant, l’incertitude de ces valeurs restent très 

élevées, soit presque la moitié, voire plus que la valeur moyenne associée pour les pourcentages de 

gains moyens de SBR de l’expérience totale (D/A - 100 %). De plus, cette incertitude est presque 

de même amplitude que la valeur moyenne qui lui est associée dans le cas des pourcentages de gain 

lors de l’acquisition Raman pré-photoblanchiment (B/A - 100%). Ces incertitudes aussi élevées 

sont le résultat d’un ensemble de données petit allant de 3 à 11 gouttes par échantillon. Il est 

intéressant d’observer que les échantillons 2 et 5 obtiennent en moyenne un gain de SBR supérieur 
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pour la première exposition laser que pour l’ensemble des sources photoblanchissantes. Il est 

important de rappeler cependant que l’échantillon 3 a subi un regain de fluorescence pendant la 

première acquisition Raman ce qui explique la faible valeur de gain de SBR de la bande Raman.  

Tableau 4.7. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de SBR à la bande 

1003 cm-1 des spectres Raman associées aux accumulations A, B, C et D pour chacun des 

échantillons de salive liquide avec exposition photoblanchissante DEL. 

# 
B/A  
[%] 

C/B  
[%] 

D/B  
[%] 

D/A  
[%] 

D/A-100  
[%] 

B/A-100  
[%] 

1 116,86 ± 21,68 94,89 ± 23,06 104,35 ± 17,59 122,45 ± 17,59 22,45 ± 32,09 16,86 ± 21,68 

2 158,75 ± 31,52 105,88 ± 20,65 98,36 ± 17,73 154,88 ± 17,73 54,88 ± 34,85 58,75 ± 31,52 

3 96,55 ± 7,50 139,14 ± 55,64 166,72 ± 53,71 158,21 ± 53,71 58,21 ± 41,95 -3,45 ± 7,50 

4 106,33 ± 15,45 79,21 ± 17,75 77,86 ± 19,10 82,22 ± 19,10 -17,78 ± 19,78 6,33 ± 15,45 

5 133,36 ± 41,14 106,12 ± 26,65 98,49 ± 33,60 120,17 ± 33,60 20,17 ± 18,73 33,36 ± 41,14 

 

En ce qui concerne le SNR des spectres Raman relatif à l’acquisition pré-photoblanchiment DEL 

présenté à la Figure 4.15, les échantillon 3 et 4 sont les seuls dont l’expérience a détérioré le SNR 

de ses spectres Raman. Ceci s’explique par les regains de fluorescence pendant et entre les 

acquisitions Raman. Par ailleurs, les SNR des accumulations des échantillons 1 et 5 ne semblent 

pas avoir obtenu de changement notable avec une tendance négative pour l’échantillon 1. Les 

valeurs sont relativement partagées entre les gains (+) et les pertes (-) de SNR par rapport à 

l’acquisition pré-photoblanchiment. En outre, les SNR relatifs de l’échantillon 2 ont gagné un net 

gain par son exposition à la source de photoblanchiment DEL. 
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Figure 4.15. Les SNR relatifs de chacune des gouttes de salive liquide avec exposition 

photoblanchissante présentés pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des 

acquisitions. 

Au Tableau 4.8, en ne s’intéressant qu’aux valeurs moyennes celles du gain total de SNR (D/A-

100%) est presque identique voire inférieure à celles du gain de SNR obtenu par l’exposition au 

laser Raman seule. Les rapports de D/B montrent aussi que la variation entre les fins des 

acquisitions avant et après photoblanchiment DEL est presque inexistante. Ceci invalide la 

méthode d’ajout de la source de photoblanchiment DEL au protocole expérimental comme 

amélioration de la qualité des spectres Raman. Or, il faut aussi prendre compte que les échantillons 

de salive liquide, contrairement aux échantillons de salive sèche, ne sont pas fixés spatialement, ce 

qui peut être la cause d’une augmentation du bruit du signal Raman. 
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Tableau 4.8. Les rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de SNR des 

spectres Raman associées aux accumulations A, B, C et D pour chacun des échantillons de salive 

liquide avec exposition photoblanchissante DEL. 

 

Ces résultats démontrent que l’exposition au laser Raman comme source photoblanchissante 

permet une meilleure augmentation du SNR. En effet, dans la majorité des cas le SNR de la fin de 

l’acquisition pré-photoblanchiment DEL est plus élevé que celui de la fin de l’acquisition post-

photoblanchiment et ce même si l’échantillon a subi un regain de fluorescence important.  

 

En retenant que les résultats des gouttes de salive liquide avec la meilleure et la pire qualité de 

signal, les observations et conclusions suivantes sont faites grâce à la Figure 4.16. Le meilleur gain 

pour le SBR de la bande Raman 1003 cm-1 est de près de 0,1% entre la première acquisition pré-

photoblanchiment DEL et la dernière acquisition post-photoblanchiment DEL, ce qui représente 

une amélioration de 10%. De plus, le meilleur gain de SNR du spectre Raman est d’environ 0,003 

de plus que sa valeur initiale, soit une amélioration de 17%. Or, lorsqu’on s’attarde à la goutte 

ayant la pire qualité de signal son SBR et SNR restent pratiquement inchangés voire légèrement 

détériorés, c’est-à-dire une perte de 0,1% entre le début et la fin de l’expérience pour le SBR, ce 

qui représente une perte de 18% de sa valeur en début d’expérience, et une perte de 0,00015, ce 

qui présente une perte de 1,3% par rapport à sa valeur initiale de SNR.  

 

Échantillons 
B/A 
 [%] 

C/B 
 [%] 

D/B  
[%] 

D/A  
[%] 

D/A-100  
[%] 

B/A-100  
[%] 

1 116,12 ± 7,94 84,72 ± 6,53 100,72 ± 3,95 116,90 ± 3,95 16,90 ± 8,52 16,12 ± 7,94 

2 117,66 ± 7,68 93,87 ± 5,87 102,65 ± 3,69 120,50 ± 3,69 20,50 ± 3,88 17,66 ± 7,68 

3 118,64 ± 6,66 73,93 ± 4,12 95,92 ± 3,49 113,64 ± 3,49 13,64 ± 4,64 18,64 ± 6,66 

4 96,38 ± 9,62 74,80 ± 6,86 92,34 ± 9,40 88,27 ± 9,40 -11,73 ± 5,92 -3,62 ± 9,62 

5 122,44 ± 6,02 81,15 ± 6,17 97,37 ± 6,16 119,18 ± 6,16 19,18 ± 8,97 22,44 ± 6,02 
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Figure 4.16. Comparaison des spectres Raman moyennés et normalisés ayant les meilleurs (à 

droite) et les pires (à gauche) SNR et SBR résultant de l’expérience combinant le photoblanchiment 

à la spectroscopie Raman. À droite, la goutte #1 de l’échantillon 1 de salive liquide. À gauche, la 

goutte # 2 de l’échantillon 4 de salive liquide. 

De ce fait, comme pour les gouttes de salive sèches, en tenant compte du photoblanchiment DEL 

et celui causé par l’exposition au laser Raman lors de l’acquisition des spectres, il est possible de 
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conclure que photoblanchiment DEL ne permet pas, dans ces conditions expérimentales tout au 

moins, à réduire le bruit du signal détecté au capteur.  

4.3.4 Analyse statistique 

La section précédente démontre que la variation en plus de la taille de la population étudiée 

nécessite une étude statistique pour valider la signification statistique des résultats.  

Rappel des hypothèses du test :  

H0 : Le photoblanchiment de l’échantillon n’a pas d’effet significatif sur la variation de la métrique 

de qualité étudiée du spectre Raman (du SNR ou du SBR) ou détériore la qualité du signal Raman.  

[SNR, SBR] avant PB ≥ [SNR, SBR] après PB  

Et l’hypothèse alternative :  

Ha : Le photoblanchiment de l’échantillon a un impact significatif sur la variation de la métrique 

étudiée (du SNR ou du SBR). Cet impact permet d’améliorer le SNR ou le SBR du spectre Raman.  

[SNR, SBR] avant PB  [SNR, SBR] après PB  

Tableau 4.9. Résultats des tests statistiques Wilcoxon pour chacun des échantillons de salive 

liquide avec exposition photoblanchissante DEL pour un α = 0,05%.   

Échantillons 

# 

SBR SNR 

Valeur p Réussi?  Valeur p Réussi?  

1 6,69 x 10-02 Non 1,00 x 100 Non 

2 1,73 x 10-01 Non 3,50 x 10-12 Oui 

3 1,89 x 10-03 Oui 1,00 x 100 Non 

4 1,00 x 100 Non 1,00 x 100 Non 

5 4,82 x 10-03 Oui 6,76 x 10-01 Oui 

 

Les résultats sont présentés ci-dessus au Tableau 4.9. Seul l’échantillon 5 voit son SBR et son SNR 

améliorés significativement post-photoblanchiment DEL. Même si l’hypothèse nulle est rejetée 

pour ses valeurs de SNR, les valeurs de SBR de la bande Raman de l’échantillon 3 ont 

significativement augmentées grâce à la méthode. Cependant, il est impossible de rejeter 

l’hypothèse nulle pour les SBR des échantillons 1, 2 et 4, comme les SNR des échantillons 1, 3 et 
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4. Les SNR des échantillons 2 et 5 ont cependant réussi à rejeter l’hypothèse nulle et donc il est 

possible de conclure que l’expérience a eu un impact sur ces populations.  

4.3.5 Analyse comparative photoblanchiment DEL vs assèchement de la goutte 

Maintenant que les échantillons de salive liquide ayant été exposés à la source DEL ont été 

analysés, il est important de vérifier si l’effet observé est bien le résultat de l’ajout de la source 

photoblanchissante au système de spectroscopie Raman et non à l’assèchement de la goutte de 

salive lors de l’expérience. Donc, dans cette sous-section deux groupes seront comparés pour un 

même échantillon de salive; des gouttes ayant été exposées au photoblanchiment DEL et d’autres 

ayant à la place eu un temps mort, sans exposition lumineuse pour la même période.  

4.3.6 Analyse de l’évolution du niveau d’autofluorescence 

Lorsque les valeurs moyennes des rapports de ces accumulations clées est calculés au Tableau 4.10, 

une tendance intéréssante est observée. Les échantillons d’un même individu n’ayant pas été 

exposés à la source DEL obtiennent en moyenne un niveau de fluorescence supprimé pouvant aller 

jusqu’à 10% inférieur à celui avec l’exposition DEL. C’est le cas des échantillons 1 et 4. 

L’échantillon 5 obtient cependant des résultats très similaires avec et sans exposition 

phohotoblanchissante DEL.  

Tableau 4.10. Comparaison des rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les différents 

niveaux de fluorescence A, B, C et D pour chacun des échantillons (#) de salive liquide avec et 

sans exposition photoblanchissante (PB) DEL. 

# 
PB 

DEL? 

B/A 
[%] 

C/B 
[%] 

D/B 
[%] 

D/A 
[%] 

D/A-100 
[%] 

B/A-100 
[%] 

1 
Non 64,92 ± 2,89 107,47 ± 0,09 91,26 ± 1,06 59,28 ± 1,06 -40,72 ± 3,33 -35,08 ± 2,89 

Oui 74,34 ± 8,01 120,52 ± 8,67 92,96 ± 1,28 69,04 ± 1,28 -30,96 ± 6,93 -25,66 ± 8,01 

4 
Non 61,56 ± 0,54 119,92 ± 2,74 90,90 ± 1,28 55,95 ± 1,28 -44,05 ± 0,43 -38,44 ± 0,54 

Oui 63,22 ± 1,18 154,44 ± 2,57 107,62 ± 3,16 68,02 ± 3,16 -31,98 ± 1,83 -36,78 ± 1,18 

5 

Non 69,80 ± 1,70 113,66 ± 2,64 91,90 ± 2,14 64,14 ± 2,14 -35,86 ± 2,10 -30,20 ± 1,70 

Oui 69,82 ± 5,64 126,98 ± 7,94 93,14 ± 1,58 65,05 ± 1,58 -34,95 ± 5,59 -30,18 ± 5,64 
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Ainsi, il est possible que la suppression de fluorescence durant l’expérience soit le résultat de 

l’exposition du laser Raman et non de la source blanche DEL et même que la source DEL ait un 

impact limitant sur la capacité de l’échantillon de salive liquide de voir son autofluorescence 

diminuer. Par ailleurs, tel qu’observé chez les échantillons des expériences avec photoblanchiment 

DEL, les échantillons de salive liquide sans exposition DEL obtiennent des résultats plus notables 

grâce au photoblanchiment causé par le laser lors de la première acquisition Raman. En analysant 

les autres métriques, il sera alors possible d’obtenir un portait plus concret de l’effet de 

l’expérience.  

4.3.7 Analyse des métriques relatives des spectres Raman 

En effet, en comparant les aires relatives du signal de fluorescence des deux groupes à l’étude, les 

tendances semblent très similaires, sauf pour le niveau de fluorescence de l’échantillon 4 avec 

photoblanchiment DEL à cause de son regain de fluorescence entre les deux acquisitions Raman.  

 

Figure 4.17. L’aire relative sous le signal total de fluorescence (à gauche) et l’aire relative sous le 

signal Raman de la bande 1003 cm-1 (à droite) pour chacune des gouttes de chacun des échantillons 

de salive liquide avec (Avec PB : sous-figures gauches) et sans exposition photoblanchissante DEL 

(Sans PB : sous-figures droites) en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman.  
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Par ailleurs, l’échantillon 4 exposé au photoblanchiment tel que présenté dans la section 

précédente, a subi un regain de fluorescence entre les deux acquisitions Raman, mais les gouttes 

de salive de cet échantillon n’ayant pas eu cette exposition n’ont pas eu ce phénomène. Ceci soulève 

la question, qui restera ouverte dans le cadre de cette étude, si l’effet de l’exposition d’une source 

DEL blanche sur les échantillons de salive humaine peut causer un regain d’autofluorescence. En 

outre, l’aire relative sous le signal Raman présente une distribution de points similaire, malgré la 

différence de taille de population tel que présenté à la Figure 4.17. L’aire sous le signal Raman 

semble rester stable en présence ou en absence de photoblanchiment DEL. 

 

Figure 4.18. Les SBR relatifs de chacune des gouttes de salive liquide avec exposition 

photoblanchissante DEL (Avec PB : à gauche) et sans (Sans PB : à droite) présentés pour chacun 

des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman à la bande 1003 cm-1.  

En comparant les SBR relatifs de la bande Raman à la Figure 4.18, il est possible d’observer que 

dans les deux cas la tendance est au gain de SBR par rapport aux valeurs initiales associées à la 

première acquisition Raman. Les valeurs de SBR de l’échantillon 4 semble particulièrement 

amélioré lors de l’expérience sans photoblanchiment DEL. Ceci peut s’expliquer par l’absence de 

regain d’autofluorescence important qui s’est produit lors de l’expérience avec photoblanchiment 
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DEL. Or, en s’attardant aux rapports moyens de ces accumulations clés au Tableau 4.11, il est 

possible de constater que les gains moyens du SBR des spectres Raman obtenus par l’exposition 

au laser Raman lors de la première acquisition (B/A-100%) sont presque de moindre qualité avec 

l’exposition photoblanchissante DEL. Ceci peut s’expliquer par le fait que la taille de population 

est nettement plus faible pour les expériences sans photoblanchiment DEL. Ainsi, si des gouttes 

avec des valeurs de SBR de moindres qualités celles-ci peuvent venir affecter en moyenne les 

valeurs obtenues dans ce tableau. D’autant plus qu’il est important de rappeler que la bande 

1003cm-1 est de très faible intensité et donc sujette à être confondue au bruit du signal. De plus, les 

échantillons 1 et 4 sans photoblanchiment DEL obtiennent un gain de SBR de la bande Raman 

supérieur après la première acquisition Raman qu’à la fin de l’expérience, la même tendance est 

observée pour leurs gouttes ayant subi l’exposition DEL. 

Tableau 4.11. Comparaison des rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de 

SBR à la bande 1003 cm-1 des spectres Raman associées aux accumulations A, B, C et D pour 

chacun des échantillons de salive liquide avec et sans exposition photoblanchissante (PB) DEL. 

 

En ce qui concerne les gains totaux de SBR de l’expérience (D/A-100%), les échantillons 4 et 5 

obtiennent des gains inférieurs sans photoblanchiment DEL comparativement à leurs gouttes avec 

exposition photoblanchissante. Dans le cas de l’échantillon 4, ceci s’explique par le regain de 

fluorescence obtenu lors de l’expérience avec photoblanchiment DEL, qui n’est pas survenu lors 

de l’expérience sans photoblanchiment DEL. Or, les incertitudes sont si importantes que les 

conclusions finales ne seront qu’obtenues à l’aide de l’analyse statistique. 

 

# 
PB 

DEL 

B/A 
[%] 

C/B 
[%] 

D/B 
[%] 

D/A 
[%] 

D/A-100 
[%] 

B/A-100 
[%] 

1 

Non 138,71 ± 9,13 101,09 ± 12,38 90,51 ± 10,94 126,54 ± 10,94 26,54 ± 23,44 38,71 ± 9,13 

Oui 116,86 ± 21,68 94,89 ± 23,06 104,35 ± 17,59 122,45 ± 17,59 22,45 ± 32,09 16,86 ± 21,68 

4 

Non 126,90 ± 42,00 78,77 ± 8,77 83,30 ± 6,24 104,29 ± 6,24 4,29 ± 30,26 26,90 ± 42,00 

Oui 106,33 ± 15,45 79,21 ± 17,75 77,86 ± 19,10 82,22 ± 19,10 -17,78 ± 19,78 6,33 ± 15,45 

5 

Non 142,73 ± 38,68 106,17 ± 15,75 129,13 ± 67,31 169,04 ± 67,31 69,04 ± 57,44 42,73 ± 38,68 

Oui 133,36 ± 41,14 106,12 ± 26,65 98,49 ± 33,60 120,17 ± 33,60 20,17 ± 18,73 33,36 ± 41,14 
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En ce qui concernes les valeurs de SNR relatifs à la première acquisition Raman à la Figure 4.19, 

les tendances sont très similaires. Un gain est observé pour l’échantillon 4 sans exposition à la 

source DEL blanche. Les distributions semblent équivalentes pour les autres échantillons entre les 

expériences avec et sans exposition photoblanchissante DEL. 

 

 

Figure 4.19. Les SNR relatifs de chacune des gouttes de salive liquide avec exposition 

photoblanchissante (à gauche) et sans (à droite) présentés pour chacun des échantillons en fonction 

de l’accumulation des acquisitions Raman. 

Il est possible d’observer que les gains de SNR moyens lors de la première acquisition Raman 

(B/A-100%) sont identiques pour les expériences avec et sans photoblanchiment DEL de 

l’échantillon 5 au Tableau 4.12. De plus, en moyenne les gains totaux de SNR (D/A-100%) sont 

presque identiques pour l’échantillon 1 avec et sans exposition photoblanchissante DEL. Tel que 

mentionné plus tôt, comme l’échantillon 4 a subi un regain de fluorescence lors de l’expérience 

avec exposition DEL la comparaison avec l’expérience sans cette exposition devient plus difficile 
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à apprécier. Or, tel qu’espéré l’expérience sans exposition DEL de l’échantillon 4 n’ayant quant à 

elle pas subi de regain de fluorescence obtient un gain de SNR total.  

Tableau 4.12. Comparaison des rapports moyennés sur l’ensemble des gouttes entre les valeurs de 

SNR des spectres Raman associées aux accumulations A, B, C et D pour chacun des échantillons 

de salive liquide avec et sans exposition photoblanchissante DEL. 

 

Toutes ces observations dirigent l’analyse vers la possibilité que ces gains de SNR sont donc le 

résultat de l’exposition Raman et de l’assèchement de la goutte de salive liquide lors de 

l’expérience plutôt que l’exposition photoblanchissante DEL. 

4.3.8 Analyse statistique 

Tout d’abord, un test des rangs signés de Wilcoxon pour groupes pairés est fait sur les valeurs de 

SBR et de SNR sur les paires de données de la première et deuxième acquisitions Raman.  

Rappel des hypothèses du test :  

H0 : L’asséchement de la goutte de salive au lieu de la période de même durée de photoblanchiment 

DEL n’a pas d’effet significatif sur la variation de la métrique de qualité étudiée du spectre Raman 

(du SNR ou du SBR) ou détériore la qualité du signal Raman.  

[SNR, SBR] avant PB ≥ [SNR, SBR] après PB  

Et l’hypothèse alternative :  

# 
PB 

DEL 

B/A 

[%] 

C/B 

[%] 

D/B 

[%] 

D/A 

[%] 

D/A-100 

[%] 

B/A-100 

[%] 

1 
Non 93,00 ± 5,73 93,47 ± 1,46 98,75 ± 5,60 91,52 ± 5,60 -8,48 ± 0,46 -7,00 ± 5,73 

Oui 116,12 ± 7,94 84,72 ± 6,53 100,72 ± 3,95 116,90 ± 3,95 16,90 ± 8,52 16,12 ± 7,94 

4 
Non 101,84 ± 8,74 92,19 ± 7,06 110,72 ± 6,96 112,62 ± 6,96 12,62 ± 10,33 1,84 ± 8,74 

Oui 96,38 ± 9,62 74,80 ± 6,86 92,34 ± 9,40 88,27 ± 9,40 -11,73 ± 5,92 -3,62 ± 9,62 

5 
Non 128,02 ± 8,05 91,15 ± 2,78 100,76 ± 5,13 128,58 ± 5,13 28,58 ± 1,64 28,02 ± 8,05 

Oui 122,44 ± 6,02 81,15 ± 6,17 97,37 ± 6,16 119,18 ± 6,16 19,18 ± 8,97 22,44 ± 6,02 
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Ha : L’asséchement de la goutte de salive au lieu de la période de même durée de photoblanchiment 

DEL a un impact significatif sur la variation de la métrique étudiée (du SNR ou du SBR). Cet 

impact permet d’améliorer le SNR ou le SBR du spectre Raman.  

[SNR, SBR] avant pause 1min 30s   [SNR, SBR] après pause 1min 30s  

Tableau 4.13. Résultats des tests statistiques Wilcoxon pour chacun des échantillons de salive 

liquide sans exposition photoblanchissante DEL avec un  = 0,05%.   

Échantillons 
SBR SNR 

Valeur p Réussi? Valeur p Réussi? 

1 6,40 x 10-01 Non 9,81 x 10-04 Oui 

4 4,82 x 10-03 Oui 7,60 x 10-23 Oui 

5 8,24 x 10-02 Non 4,52 x 10-13 Oui 

 

Les résultats présentés au Tableau 4.13 démontre que le SNR des spectres Raman des gouttes après 

la période de repos sans exposition DEL photoblanchissante est significativement amélioré par 

rapport à leur valeur lors de l’acquisition Raman initiale. De plus, ces résultats démontrent qu’il 

n’est pas possible de rejeter l’hypothèse nulle dans le cas des échantillons de salive liquide 1 et 5 

n’ayant pas été exposé au photoblanchiment DEL. L’assèchement d’une goutte de salive liquide 

sur une durée de 1min 30s sans exposition lumineuse ne permet pas d’améliorer le SBR de la bande 

Raman 1003 cm-1, mais aide cependant à améliorer le SNR des spectres Raman de ces même 

gouttes. Il faut le rappeler cette bande Raman est de très faible intensité, ce qui la rend difficile à 

discerner du bruit du signal détecté. Ceci n’est pas une mauvaise chose puisqu’il s’agit d’une 

circonstance très commune dans l’étude de bande Raman issues d’échantillons biologiques.  

Or, il faut maintenant tester si les gouttes de salive ayant subi une exposition photoblanchissante 

DEL ont des valeurs de SNR ou de SBR de la bande Raman 1003 cm-1 discernables des gouttes 

ayant subi une période sans exposition lumineuse à l’air ambiant. Le test Kruskal-Wallis vient 

tester les hypothèses ci-dessous.  

L’hypothèse nulle stipule donc : 

H0 : Il n’y a pas de différence significative entre le test de photoblanchiment et le test sans 

photoblanchiment sur les métriques relatives à l’acquisition de départ.  
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[SNRREL, SBRREL] sans PB = [SNRREL, SBRREL] avec PB 

Et l’hypothèse alternative : 

Ha : Il y a une différence significative entre le test de photoblanchiment et le test sans 

photoblanchiment sur les métriques relatives à l’acquisition de départ.   

[SNRREL, SBRREL] sans PB  [SNRREL, SBRREL] avec PB 

 

Tableau 4.14. Résultats des tests statistiques Kruskal-Wallis pour chacun des échantillons de salive 

liquide avec et sans exposition photoblanchissante DEL avec un  = 0,05%.   

Échantillons 
SBR SNR 

Valeur p Réussi? Valeur p Réussi? 

1 2,87 x 10-01 Non 1,93 x 10-08 Oui 

4 1,27 x 10-07 Oui 6,24 x 10-40 Oui 

5 5,97 x 10-01 Non 4,02 x 10-11 Oui 

 

Au Tableau 4.14, les résultats du test Kruskal-Wallis y sont présentés. Il est évident que 

l’échantillon 4 a des valeurs de SBR et de SNR significativement distinctes lors des expériences 

avec et sans photoblanchiment DEL, car lors des tests avec photoblanchiment DEL cet échantillon 

a subi un regain de fluorescence important entre les deux acquisitions Raman.   

Or, il est intéressant de voir que les groupes avec et sans photoblanchiment DEL des échantillons 

1 et 5 sont discernables pour le SNR, mais pas pour le SBR de la bande Raman. En effet, dans le 

cas de l’échantillon 1 le groupe avec photoblanchiment DEL est de 11 gouttes tandis que celui sans 

photoblanchiment DEL ne contient que 2 gouttes. Ceci vient remettre en question la validité du 

test. En effet, la fonction Python stats.kruskal() utilisée pour ce test statistique nécessite un 

minimum de population de 5 individus [45]. Ainsi, il est impossible de rejeter l’hypothèse nulle et 

donc ces groupes ne sont pas discernables.  
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CHAPITRE 5 DISCUSSION GÉNÉRALE 

Ce chapitre vise à faire un retour sur les objectifs en plus de discuter des avantages et limites de la 

méthode d’ajout du photoblanchiment DEL comme étape expérimentale à la spectroscopie Raman. 

La méthode finale visant à utiliser le photoblanchiment pour améliorer le signal Raman a été testée 

sur des échantillons de salive humaine. L’expérience a été faite sur des gouttes de salive sèches et 

liquides. 

5.1 Retour sur les objectifs du projet 

Les analyses du chapitre précédent permettent maintenant de faire un retour sur les objectifs du 

projet.  

Le premier sous-objectif stipule de concevoir le système et valider son fonctionnement à l’aide 

d'échantillons simples avec un fort signal Raman tels que des graines de sésame. Cet objectif est 

complété avec succès. Les résultats présentés à la Figure 4.1 montrent qu’il est possible de 

supprimer l’autofluorescence du spectre Raman de graines de sésame. Cependant, à ce stade-ci, il 

est impossible de déterminer si l’effet est causé par la source de photoblanchiment DEL ou par le 

laser du système de spectroscopie Raman.  

Le deuxième sous-objectif est de réaliser la preuve de concept de la méthode à l’aide d’échantillons 

biologiques et inertes tels que de la poudre de collagène pure et un modèle de salive humaine afin 

de peaufiner la méthode avant de faire des tests sur des biofluides. Cet objectif est complètement 

atteint. En effet, les tests faits sur la poudre de collagène pure ont permis de peaufiner la méthode 

de photoblanchiment par source DEL en adressant le problème de densité de puissance de la source 

de photoblanchiment externe au système de spectroscopie Raman. En effet, la choix de longueur 

d’onde de photoblanchiment n’est pas optimisé afin de favoriser la densité de puissance de la 

source de photoblanchiment à l’échantillon à l’aide d’une source blanche DEL. Puis, les tests sur 

le modèle de salive ont permis de déterminer la durée de photoblanchiment DEL optimale de 60 

secondes pour pouvoir procéder efficacement sur des échantillons de salive humaine d’individus 

sains tel que présenté à la Figure 4.4.  

Enfin, le dernier sous-objectif consiste à réaliser des acquisitions sur des échantillons de la salive 

humaine, afin de démontrer une optimisation des métriques de qualité du signal (SNR, SBR) grâce 

à la méthode développée en la comparant à des résultats de spectroscopie Raman classique, c.-à-d. 
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sans photoblanchiment. Cet objectif est partiellement atteint. D’une part, les résultats présentés au 

chapitre précédent montrent qu’effectivement un gain de SNR et de SBR des spectres de salive 

humaine est obtenu à la suite de l’expérience. D’autre part, les analyses de ces résultats ont aussi 

démontré que ces gains sont en fait le résultat du photoblanchiment causé par l’exposition du laser 

de spectroscopie Raman lors des acquisitions. Les expériences de la méthode sur de la salive séchée 

à l’air ambiant montre en moyenne qu’il est possible de supprimer 40% de l’autofluorescence 

initiale de l’échantillon et de gagner 1% du SBR de la bande Raman 1003cm-1, ce qui représente 

une augmentation d’environ 85% de sa valeur initiale, ainsi qu’un gain d’environ 0,005 de SNR 

du spectre Raman, ce qui représente une augmentation d’environ 33% de sa valeur au début de 

l’expérience. De plus, les expériences de la méthode sur de la salive liquide montre en moyenne 

qu’il est possible de supprimer environ 30% de l’autofluorescence initiale de l’échantillon et de 

gagner jusqu’à 0,1% du SBR de la bande Raman 1003cm-1, ce qui représente un gain d’environ 

10% de sa valeur au début de l’expérience, ainsi que d’environ 0,003 du SNR du spectre Raman, 

ce qui représente un gain de 17% de sa valeur initiale.  

Par ailleurs, dans le cas des échantillons de salive liquide, un test parallèle a permis de démontrer 

que l’effet observé n’est pas causé par le photoblanchiment DEL, mais probablement seulement 

par l’exposition au laser Raman lors de l’acquisition en plus d’un léger assèchement de la goutte 

de salive lors de l’expérience.  

5.2 Avantages de la méthode 

L’avantage principal de cette méthode est sa simplicité d’extension à un montage déjà fonctionnel 

de spectroscopie Raman. En effet, il suffit d’ajouter une source photoblanchissante avec une platine 

de translation s’il n’est pas possible d’illuminer l’échantillon avec les deux sources au même point. 

De plus, le photoblanchiment aide effectivement à supprimer l’autofluorescence d’échantillons 

biofluides et ainsi contribue à l’augmentation du SNR des spectres Raman et du SBR de la bande 

1003 cm-1 des échantillons de salive humaine.  

5.3 Limites de la méthode 

Le système de photoblanchiment du montage expérimental final n’est pas complétement optimisé 

pour la salive humaine. En effet, la source de photoblanchiment DEL (LS-WL1) est blanche et 

donc n’est pas optimisée pour la longueur d’onde de photoblanchiment. Ceci est le résultat du 
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problème de densité de puissance de la source photoblanchissante. Effectivement, une tentative 

d’optimisation de la longueur d’onde de photoblanchiment a été effectuée sur de la poudre de 

collagène pur. Cependant, la densité de puissance maximale de la source DEL Lumencor n’était 

pas suffisamment élevée par rapport à son MPEpeau pour observer des résultats concluants. Il a donc 

fallu choisir une source de plus grande densité de puissance au détriment de pouvoir contrôler la 

longueur d’onde de photoblanchiment. Du même fait, cette méthode nécessite donc beaucoup de 

puissance de la source de photoblanchiment. Il faut alors un système de spectroscopie Raman 

confiné dans une boîte pour des tests cliniques potentiels afin de minimiser les risques associés. 

De plus, puisqu’il faut travailler avec des densités de puissance grandement supérieures au MPEpeau 

de leur source, le problème de déshydratation de l’échantillon devient important. En effet, lorsque 

la source dépasse son MPEpeau, les effets thermiques ne sont pas négligeables. La déshydratation 

de l’échantillon vient changer le point focal de l’acquisition Raman dans le cas d’échantillons de 

tissus biologiques, et dans le cas d’échantillons biofluides, le solvant s’évapore, ce qui vient 

affecter la concentration de diffuseurs Raman de l’échantillon. Ceci rend donc l’application de la 

méthode à des tissus biologiques in vivo relativement difficile, puisqu’il s’agit d’un système 

dynamique. Les échantillons secs ont l’avantage d’être fixes spatialement et de ne pas varier en 

épaisseur à cause de la déshydratation lors de l’expérience.  

Par ailleurs, il faut aussi adapter le protocole à l’échantillon étudié. Le choix d’une source blanche 

comme source de photoblanchiment permet d’éviter le problème de l’adaptabilité à la longueur 

d’onde photoblanchissante du système. Or, il semble qu’un laser serait plus adapté pour cette 

méthode pour sa largeur de bande réduite et sa densité de puissance. Cependant, il est possible que 

l’usage d’un laser différent de celui d’excitation du système de spectroscopie pourrait générer des 

effets non linéaires qui pourrait alors rendre l’analyse des spectres Raman plus complexe.   

Les tests effectués sur les échantillons de salive ont aussi permis de montrer que cette méthode 

n’améliore pas un signal déjà très bruité initialement, bien qu’elle permette de supprimer une 

quantité significative de fluorescence du spectre Raman. En effet, les gains de SBR sont inférieurs 

à 2% en moyenne par rapport à leur valeur initiale pour la bande de Phénylalanine à 1003 cm-1.  
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CHAPITRE 6 CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS 

6.1 Conclusions 

En somme, ce mémoire vient confirmer l’hypothèse sur laquelle se fonde ce projet de recherche. 

Elle pose qu’il est possible d’imager des régions spécifiques d’un spectre Raman avec de meilleures 

valeurs numériques associées au SBR et au SNR en photoblanchissant des échantillons biologiques 

afin de supprimer l’autofluorescence de leur signal. La région spécifique dans le cas de l’étude sur 

la salive humaine est la bande Raman 1003 cm-1 et l’échantillon à l’étude est de la salive de patients 

sains. 

En outre, l’objectif principal de ce projet consiste à développer un système de spectroscopie Raman 

complémenté par une méthode pouvant supprimer l’autofluorescence lors de l’acquisition de 

spectres Raman. Ce mémoire vient en partie compléter cet objectif, puisque la partie du montage 

expérimental ajouté au système de spectroscopie Raman initial ne contribue pas de manière assez 

significative à l’amélioration de la qualité du signal des spectres Raman comparativement au laser 

d’excitation de spectroscopie Raman. En effet, bien que simple d’ajout à un montage de 

spectroscopie Raman déjà fonctionnel, le laser Raman lui-même remplit déjà la fonction de 

suppression de l’autofluorescence de l’échantillon de biofluides.     

6.2 Recommandations 

Ce mémoire démontre que le photoblanchiment causé par l’exposition au laser d’excitation Raman 

lors de l’acquisition des spectres impact significativement davantage le niveau de fluorescence et 

la qualité des spectres Raman que l’exposition à la source blanche DEL. Ainsi, il faut apporter des 

modifications au protocole expérimental. De plus, comme les résultats sur les gouttes de salive 

séchées à l’air ambiant sont de meilleure qualité que ceux issus des gouttes de salive liquide 

pipettées une à la fois, il est recommandé de poursuivre les expériences sur des échantillons de 

biofluides séchés à l’air ambiant.  
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Figure 6.1. Proposition de protocole expérimental amélioré pour la suppression de 

l’autofluorescence d’échantillons de salive. 

Le protocole expérimental suggéré à la Figure 6.1 consiste à illuminer l’échantillon de biofluides 

sec avec le laser Raman avant le début de l’acquisition de spectres. Les résultats de salive sèche 

montrent qu’après 30 accumulations de 1s lors la première exposition au laser Raman le niveau de 

fluorescence se met à stagner. Donc, il est recommandé d’exposer l’échantillon de biofluides au 

laser Raman pendant 30s à la même intensité qu’il est exposé lors de l’acquisition des spectres 

Raman. Le nombre d’accumulations de cette acquisition est suggéré afin d’obtenir une quantité 

suffisante de spectres pour pouvoir ensuite moyenner le signal et ainsi réduire le bruit de grenailles 

intrinsèque à la détection de photons.  

6.2.1 Extinction de fluorescence 

Il ne s’agit pas ici d’une recommandation, mais d’une suggestion de méthode pour atteindre les 

mêmes objectifs. Une autre méthode à explorer pour le même objectif de la suppression de 

l’autofluorescence des tissus biologiques serait l’extinction de fluorescence (en anglais, 

fluorescence quenching). Ce phénomène regroupe plusieurs mécanismes impliquant l’ajout de 

fluorophores exogènes afin d’exténuer les photons de fluorescence des fluorophores endogènes à 

l’échantillon. Le transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (en anglais, Fluorescence 

Resonance Energy Transfer ou FRET) est un exemple de ces mécanismes [8]. Un exemple 

classique de ce phénomène est l’expérience du gin tonic avec une lampe UV pour montrer l’effet 

de la fluorescence et puis d’y ajouter du sel de table, NaCl, qui contient du chlore qui est un 

extincteur de fluorescence (quencher) pour la quinine, le fluorophore en question dans cette 

expérience. Avec le sel dans la solution, aucune fluorescence ne peut donc être observée. Une idée 

d’application pour le domaine du biomédical serait d’utiliser un quencher adapté pour des tissus 

biologiques. L’iode a cette propriété et lors de certaines procédures chirurgicales de la solution de 
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Lugol, une solution d’iode, est utilisée pour mieux observer les tissus cancéreux dans le colon ou 

des tissus affectés par le virus du Papillomavirus humain (VPH) dans l’utérus par exemple [46]. 

Comme il s’agit d’une solution biocompatible et déjà de pratique commune, il serait donc 

intéressant de tester cette solution d’iode sur un échantillon de tissus biologique afin de supprimer 

son autofluorescence. La réponse Raman de composés iodiques est donnée à la Figure 6.2.  

 

Figure 6.2. Spectres Raman de composés d'iode sous forme cristalline (I- iodide et IO3 Iodate), 

figure tirée de [47]. 

Il est possible de constater l’absence de pics Raman dans la région d’empreinte digitale des spectres 

Raman, soit entre 200 cm-1 et 1400 cm-1 des composés d’iodine I- à l’exception de l’iodure de 

sodium, NaI. La solution de Lugol contient du I2 et du KI, qui n’a qu’une réponse Raman à ≤ 

200cm-1.[48] 
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ANNEXE A  CALCULS DU MPE DE LA PEAU DES SOURCES 

Pour le MPE de la peau, il faut suivre les deux règles suivantes : 

1- Le temps d’exposition ne doit pas être supérieur au MPE d’un pulse unique  

2- L’irradiance moyenne du pulse ne doit pas être supérieure à la somme du train de pulses de 

durée T. 

Quatre sources ont été utilisées dans cette étude : le laser Raman du microscope Renishaw en mode 

continue à 785 nm, un laser Raman IPS en mode continue à 785 nm, une source DEL Lumencor, 

une source DEL blanche LS-LW1. 

Tableau A.1 Paramètres du laser Raman Renishaw utiles pour le calcul de son MPE de la peau. 

 Pour 1 pulse 

Longueur d’onde 785 nm 

Temps d’exposition 5 s 

Puissance 40 mW 

 

Tableau A.2 Paramètres du laser Raman IPS utiles pour le calcul de son MPE de la peau. 

 Pour 1 pulse 

ou 1 

accumulation 

(Salive) 

Pour 50 pulses 

ou 

accumulations 

(Salive) 

Pour 1 pulse ou 

accumulation  

(Test puissance 

maximale) 

Pour 10 pulses ou 

accumulations 

(Test puissance 

maximale) 

Longueur d’onde 785 nm 785 nm 785 nm 785 nm 

Temps d’exposition 1s à 1.5 s 50s à 75s 0,05s 0,5s 

Puissance 500 mW 500 mW 

(moyenne) 

1,483W 1,483W 

(moyenne) 
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Tableau A.3 Paramètres de la source blanche Lumencor utiles pour le calcul de son MPE de la 

peau. 

 Pour 1 pulse Pour 1 pulse 

Longueur d’onde Entre 400 nm et 630 nm Entre 400 nm et 630 nm 

Temps d’exposition 30s 50s 

Puissance 50 mW 444mW 

 

Tableau A.4 Paramètres de la source blanche LS-LW1 utiles pour le calcul de son MPE de la peau. 

Il est important de noter qu’il ne s’agit pas d’un laser, mais elle est classée comme un laser classe1. 

 Pour 1 pulse 

Longueur d’onde Entre 420 nm et 650 nm 

Temps d’exposition Entre 30s et 150s 

Puissance 245 mW 

 

Pour déterminer ces MPE de peau, il faut se référer aux Tableaux 7b et 6a du ANSI Z136.1. [41] 

Pour le laser Raman Renishaw :  

Le temps d’exposition se classe dans la catégorie [10-7 – 10] s dans le tableau 7b du ANSI Z136.1, 

donc sa formule de MPEpeau est :  

𝑀𝑃𝐸𝑝𝑒𝑎𝑢  =  1.1𝐶𝐴𝑡0.25 

Où CA est donné dans le Tableau 6a du ANSI Z136.1 selon la longueur d’onde: 

CA Laser Renishaw = 100.002(λ-700) 

CA Laser Renishaw = 100.002(785-700) ≈ 1.479  

Donc,  
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𝑀𝑃𝐸𝑝𝑒𝑎𝑢 𝑅𝑒𝑛𝑖𝑠ℎ𝑎𝑤 = 1.1(1.479)50.25 

𝑴𝑷𝑬𝒑𝒆𝒂𝒖 𝑹𝒆𝒏𝒊𝒔𝒉𝒂𝒘 ≅  𝟐, 𝟒𝟑𝟑 𝐖/cm2 

Pour le laser Raman IPS :  

Tests de SALIVE :  

Le temps d’exposition se classe dans la catégorie [10 à 3 x 104] s dans le tableau 7b du ANSI 

Z136.1, donc sa formule de MPEpeau est :  

MPEpeau = 0.2CA 

Où CA est donné dans le Tableau 6a du ANSI Z136.1 selon la longueur d’onde: 

CA Laser IPS = 100.002(λ-700) 

CA Laser IPS = 100.002(785-700) ≈ 1.479  

Donc le MPE de la peau du laser est de : 

MPEpeau Laser IPS = 0.2*1.479 

 𝐌𝐏𝐄𝐩𝐞𝐚𝐮 𝐋𝐚𝐬𝐞𝐫 𝐈𝐏𝐒  ≅   𝟎. 𝟐𝟗𝟓 𝐖/𝐜𝐦𝟐 

Test puissance maximale : 

Le temps d’exposition se classe dans la catégorie [10-7 à 10] s dans le tableau 7b du ANSI Z136.1, 

donc sa formule de MPEpeau est :  

MPEpeau = 1.1CAt0,25 

Où CA est donné dans le Tableau 6a du ANSI Z136.1 selon la longueur d’onde: 

CA Laser IPS = 100.002(λ-700) 

CA Laser IPS = 100.002(785-700) ≈ 1.479  

Donc le MPE de la peau du laser est de : 

MPEpeau Laser IPS_MAX = 1.1*1.479*(0.5)0.25 

 𝐌𝐏𝐄𝐩𝐞𝐚𝐮 𝐋𝐚𝐬𝐞𝐫 𝐈𝐏𝐒_𝐌𝐀𝐗  ≅  1.368 J/cm2  =  𝟐. 𝟕𝟑𝟔 𝐖/𝐜𝐦𝟐 
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Pour la source de lumière DEL Lumencor : 

Le temps d’exposition se classe dans la catégorie [10 à 3 x 104] s dans le tableau 7b du ANSI 

Z136.1, donc sa formule de MPEpeau est aussi :  

MPEpeau = 0.2CA 

Où CA est donné dans le Tableau 6a du ANSI Z136.1 selon la longueur d’onde: 

CA Lumencor = 10 

Donc le MPE de la peau de la source est de : 

MPEpeau Lumencor = 0.2 W/cm2 

Pour la source de lumière blanche DEL LS-LW1: 

Le temps d’exposition se classe dans la catégorie [10 à 3 x 104] s dans le tableau 7b du ANSI 

Z136.1, donc sa formule de MPEpeau est aussi :  

MPEpeau = 0.2CA 

Où CA est donné dans le Tableau 6a du ANSI Z136.1 selon la longueur d’onde: 

CA LS-LW1 = 10 

Donc le MPE de la peau de la source blanche est de : 

MPEpeau LS-LW1 = 0.2 W/cm2 
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ANNEXE B  INSTRUMENTATION DU SYSTÈME INVIA RENISHAW 

 

Figure B.1 Montage expérimental de spectroscopie Raman combiné au photoblanchiment avec le 

microscope Raman InVia Renishaw.  

Tel que montré à la Figure B.1, le montage se trouve majoritairement à l’intérieur de la cuve du 

microscope InVia Renishaw. Celui-ci permet de prendre les acquisitions de spectres Raman à l’aide 

du logiciel Wire et celui-ci permet aussi de contrôler les paramètres du laser Raman tels que son 

intensité et le temps d’exposition. La seule composante rajoutée dans la cuve du microscope est le 

guide d’onde liquide qui amène la source de photoblanchiment, Lumencor, à l’échantillon au même 

point que l’acquisition Raman.  

Protocol de prise de mesures du microscope InVia Renishaw 

Cette sous-section vise à aider de futures étudiant.es à utiliser le microscope InVia Renishaw. 

Activation du microscope 

-Tourner l’interrupteur du microscope pour l’allumer. 

-Tourner la clé du laser. Il est préférable d’attendre 30min pour laisser le temps au laser de se 

réchauffer.  

-Sur l’ordinateur du Renishaw, lors du lancement le logiciel de contrôle Wire il faut établir les 

positions de référence pour les moteurs avec la fonction Reference all motors. 

-La calibration doit être refaite si l’ordinateur doit être redémarré.  

Calibration 

La calibration se fait en 2 étapes, une calibration en y avec du silicium à même le capteur du 

microscope et une calibration en x à l’aide d’un disque de nylon placé à la position de l’échantillon.  
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Calibration en y : 

Cette calibration permet de corriger la réponse du système sur les spectres d’échantillon à même le 

microscope.  

-S’assurer que l’ampoule permettant de visualiser l’échantillon dans la cuve est éteinte avant 

l’acquisition et que la porte de la cuve est fermée.  

-Aller dans Tools sur Wire, puis Calibration puis Quick Calibration. Un spectre d’un pic entre 520 

et 520.3 cm-1 devrait apparaitre.  

-Sinon, aller dans Tools, puis Calibration puis Offset pour ajuster le pic et refaire l’étape ci-haut 

jusqu’à être dans la bonne fourchette. 

Calibration en x : 

Cette calibration permet de s’assurer de l’emplacement réel des pics d’un échantillon à l’aide d’un 

dont les pics sont bien connus de la littérature, ici soit du nylon soit de l’acétaminophène.  

-Placer le disque de nylon au focus à l’aide de l’objectif X5 et continuer la calibration avec 

l’objectifs X50 LWD. 

-Faire une acquisition en allant dans Measurements puis New puis Spectral acquisition avec les 

paramètres suivants : 

• Nom du fichier : Calibration_Nylon_date (dans un dossier connu) 

• Centre : 1200 cm-1 (fingerprint)  

• Accumulation : 10 

• Temps d’acquisition : 1s 

• Puissance du laser Raman : 100% 

-Appuyer sur Run pour faire l’acquisition. Elle est sauvegardée automatiquement. 

-À l’aide du clic-droit sur le spectre obtenu, la fonction Tools permet d’aller étudier les pics avec 

la fonction Peak to peak. 

-Comparer les positions des pics à l’aide de la référence fournie :  

• 955.3 cm-1 : 13 287 comptes 

• 1131.12 cm-1 : 23 575 comptes 
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• 1443.42 cm-1 : 29 541 comptes 

• 1634.86 cm-1 : 20 773 comptes 

Si les positions diffèrent, il faut ajouter un décalage (offset) comme avec la calibration en y.  

Protocole de prise de mesure : 

Certains paramètres d’acquisition varient en fonction de l’échantillon, mais l’essentiel du protocole 

reste le même. Toutes les acquisitions sont faites avec l’objectif X50 LWD.  

1. Acquisition Raman pré-photoblanchiment. 

 Nom du fichier : NomÉchantillon_0 (les prochaines acquisitions ajouteront les 

itérations au nom du fichier)  

 Centre : 1200 cm-1 (fingerprint) 

 Accumulation : 10 

 Temps d’acquisition : 5s 

 Puissance du laser Raman : 100%  

2. Photoblanchiment. 

 Temps d’exposition : 30s 

 Puissance de la source : 50mW 

 Longueur d’onde de la source : Tableau 3.3 

3. Attente de 30s (afin de s’assurer d’un photoblanchiment permanent de l’échantillon). 

4. Acquisition Raman  

5. Retour à l’étape 2, 10 fois. 

Fermeture du microscope : 

-S’assurer d’avoir tous les fichiers sauvegardés 

-Éteindre Wire. 

-Tourner la clé du laser à OFF. 

-Éteindre l’interrupteur du microscope. 

-Éteindre le contrôleur des DELs.  
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ANNEXE C  RÉSULTATS BRUTS 

Salive humaine sèche  

Dans cette section, l’ensemble des gouttes de salive humaine sèches sont présentées. 

Échantillon 1 : fiole # 30030 

 

 

Figure C.1 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1,2,3 et 5 de l’échantillon 1. À gauche, 

les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB DEL (en nuance de bleu à vert) et 

post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de 

fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) 

et post-PB DEL (en rouge).  

Échantillon 2 : fiole # 30019 
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Figure C.2 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1 à 5 de l’échantillon 2. À gauche, les 

accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB DEL (en nuance de bleu à vert) et post-

PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence 

en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB 

DEL (en rouge).  

Échantillon 3 : fiole # 30046 

 

Figure C.3 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1 à 5 de l’échantillon 3. À gauche, les 

accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB DEL (en nuance de bleu à vert) et post-

PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence 

en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB 

DEL (en rouge).  



96 

 

Échantillon 4 : fiole # 30049 

 

 

 

Figure C.4 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1 à 5 de l’échantillon 4. À gauche, les 

accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB DEL (en nuance de bleu à vert) et post-

PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence 

en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB 

DEL (en rouge).  

Échantillon 5 : fiole # 30054 

 



97 

 

 

 

Figure C.5 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1 à 5 de l’échantillon 5. À gauche, les 

accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB DEL (en nuance de bleu à vert) et post-

PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence 

en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB 

DEL (en rouge).  

Échantillon 6 : fiole # 30045 

 

 

Figure C.6 Résultats bruts des gouttes de salive sèche #1 à 4 de l’échantillon 6. À gauche, les 50 

accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-photoblanchiment DEL (en nuance de bleu 

à vert) et post-photoblanchiment DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire 

sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour l’acquisition pré-

photoblanchiment DEL (en bleu) et post-photoblanchiment DEL (en rouge).  

Métriques brutes – salive sèche 
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L’ensemble de toutes les métriques pour chacun des échantillons et de leurs gouttes sont illustrées. 

 

Figure C.7 Les aires sous le signal Raman brutes de chacune des acquisitions avant (en foncé) et 

après (en pâle) photoblanchiment DEL des gouttes de salive sèche présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  
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Figure C.8 Les aires sous le signal de fluorescence brutes de chacune des acquisitions avant (en 

foncé) et après (en pâle) photoblanchiment DEL des gouttes de salive sèche présentées pour chacun 

des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  
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Figure C.9 Les SBR bruts de la bande 1003 cm-1 de chacune des acquisitions avant (en foncé) et 

après (en pâle) photoblanchiment DEL des gouttes de salive sèche présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  
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Figure C.10 Les SNR bruts de chacune des acquisitions avant (en foncé) et après (en pâle) 

photoblanchiment DEL des gouttes de salive sèche présentées pour chacun des échantillons en 

fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  

Salive humaine liquide 

Dans cette section, l’ensemble des gouttes de salive humaine liquide sont présentées. 

Échantillon 1 : fiole # 30047 

Expériences avec photoblanchiment DEL 
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Figure C.11 Résultats bruts des gouttes de salive liquide # 1 à 11 de l’échantillon 1 avec 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB 

DEL (en nuance de bleu à vert) et post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution 

de l’aire sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour 

l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB DEL (en rouge).  
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Expériences sans photoblanchiment DEL 

 

Figure C.12 Résultats bruts des gouttes de salive liquide #1 et 2 de l’échantillon 1 sans 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman de la 

première acquisition Raman (en nuance de bleu à vert) et la deuxième après la pause de 1min 30s 

(en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence en 

fonction de leur accumulation respective pour les acquisitions avant la pause de 1min 30s (en bleu) 

et après (en rouge). 

Échantillon 2 : fiole # 30042 

Expériences avec photoblanchiment DEL 

 

 

Figure C.13 Résultats bruts des gouttes de salive liquide #1 à 3 de l’échantillon 2 avec 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB 

DEL (en nuance de bleu à vert) et post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution 

de l’aire sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour 

l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB DEL (en rouge).  
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Échantillon 3 : fiole # 30033 

Expériences avec photoblanchiment DEL 

 

 

Figure C.14 Résultats bruts des gouttes de salive liquide #1, 2, et 4 de l’échantillon 3 avec 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB 

DEL (en nuance de bleu à vert) et post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution 

de l’aire sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour 

l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB DEL (en rouge). 

Échantillon 4 : fiole # 30017 

Expériences avec photoblanchiment DEL  
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Figure C.15 Résultats bruts des gouttes de salive liquide # 2 à 6 de l’échantillon 4 avec 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB 

DEL (en nuance de bleu à vert) et post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution 

de l’aire sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour 

l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB DEL (en rouge). 

Expériences sans photoblanchiment DEL 

 

 

Figure C.16 Résultats bruts des gouttes de salive liquide #1 à 4 de l’échantillon 4 sans 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman de la 

première acquisition Raman (en nuance de bleu à vert) et la deuxième après la pause de 1min 30s 

(en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence en 

fonction de leur accumulation respective pour les acquisitions avant la pause de 1min 30s (en bleu) 

et après (en rouge). 

Échantillon 5 : fiole # 30022 

Expériences avec photoblanchiment DEL 
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Figure C.17 Résultats bruts des gouttes de salive liquide # 2 à 7 de l’échantillon 5 avec 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman pré-PB 

DEL (en nuance de bleu à vert) et post-PB DEL (en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution 

de l’aire sous le signal de fluorescence en fonction de leur accumulation respective pour 

l’acquisition pré-PB DEL (en bleu) et post-PB DEL (en rouge). 

Expériences sans photoblanchiment DEL  

 

 

Figure C.18 Résultats bruts des gouttes de salive liquide # 1 à 4 de l’échantillon 5 sans 

photoblanchiment DEL. À gauche, les accumulations des acquisitions de spectres Raman de la 

première acquisition Raman (en nuance de bleu à vert) et la deuxième après la pause de 1min 30s 

(en nuance de rouge à jaune). À droite, l’évolution de l’aire sous le signal de fluorescence en 

fonction de leur accumulation respective pour les acquisitions avant la pause de 1min 30s (en bleu) 

et après (en rouge). 

Métriques brutes – salive liquide 

L’ensemble de toutes les métriques pour chacun des échantillons et de leurs gouttes sont illustrées 

dans cette section. Ceci permet d’apprécier les tendances brutes de chacun de ces paramètres tout 

en découplant les effets de photoblanchiment de l’exposition laser Raman et de la DEL blanche. 
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Figure C.19 Les aires sous le signal Raman brutes de chacune des acquisitions avant (en foncé) et 

après (en pâle) photoblanchiment DEL des gouttes de salive liquide présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  

 

Figure C.20 Les aires sous le signal Raman brutes de chacune des acquisitions avant (en foncé) et 

après (en pâle) la pause de 1min30s d’exposition lumineuse des gouttes de salive liquide présentées 
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pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les 

échantillons.  

 

Figure C.21 Les aires sous le signal de fluorescence brutes de chacune des acquisitions avant (en 

foncé) et après (en pâle) photoblanchiment DEL des gouttes de salive liquide présentées pour 

chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les 

échantillons.  
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Figure C.22 Les aires sous le signal de fluorescence brutes de chacune des acquisitions avant (en 

foncé) et après (en pâle) la pause de 1min30s d’exposition lumineuse des gouttes de salive liquide 

présentées pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman 

pour tous les échantillons.  
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Figure C.23 Les SBR bruts de chacune des acquisitions avant (en foncé) et après (en pâle) PB DEL 

des gouttes de salive liquide présentées pour chacun des échantillons en fonction de l’accumulation 

des acquisitions Raman pour tous les échantillons pour la bande 1003 cm-1.  
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Figure C.24 Les SBR bruts de chacune des acquisitions avant (en foncé) et après (en pâle) la pause 

de 1min30s d’exposition lumineuse des gouttes de salive liquide présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons pour 

la bande 1003 cm-1.  
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Figure C.25 Les SNR bruts de chacune des acquisitions avant (en foncé) et après (en pâle) 

photoblanchiment DEL des gouttes de salive liquide présentées pour chacun des échantillons en 

fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.  
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Figure C.26 Les SNR bruts de chacune des acquisitions avant (en foncé) et après (en pâle) la pause 

de 1min30s d’exposition lumineuse des gouttes de salive liquide présentées pour chacun des 

échantillons en fonction de l’accumulation des acquisitions Raman pour tous les échantillons.


