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Annexe 1

Principe d'un spectromètre RPE et de la détection synchrone

I. Fonctionnement simplifié d'un spectromètre RPE

La figure A1.1 montre un schéma très simplifié d'un spectromètre RPE.

Figure A1.1: Schéma de principe d'un spectromètre RPE

Le rayonnement électromagnétique, de fréquence fixée (en général 9 GHz) est produit 

par un générateur de type diode Gunn (ou sur les appareils moins récents, par un klystron). 

L'intensité du rayonnement peut être ajustée grâce à un atténuateur placé après le générateur. 

Ce rayonnement est véhiculé par un guide d'onde jusqu'à une cavité résonante qui contient 

l'échantillon à étudier. Cette cavité est placée dans l'entrefer d'un électroaimant qui produit le 

champ magnétique

B 0 . Lorsqu'une transition RPE se produit dans l'échantillon, cela provoque 

un changement de son impédance et une variation de la quantité d'énergie électromagnétique 

réfléchie par la cavité. Cette énergie électromagnétique est détectée par une diode qui 

transforme le rayonnement électromagnétique en tension électrique.

Les spectromètres utilisés lors de notre étude sont des spectromètres Bruker ESP 300e 

et ELEXSYS E500.

II. Détection synchrone d'un signal RPE

Afin d'améliorer le rapport signal sur bruit, on utilise en RPE une détection synchrone. 

Cela consiste à superposer au champ

B 0 , un champ oscillant à une fréquence m

 kHz100m   de sorte que le champ magnétique effectivement vu par l'échantillon est :
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   tv2cosBBtB mm0 

où mB  est l'amplitude de modulation du champ magnétique. Il en résulte une modulation de 

l'intensité absorbée  0BI  (Figure A1.2).

Figure A1.2 : Principe de la modulation de champ magnétique appliquée à une raie d'absorption RPE. 

(a) La modulation de champ d'amplitude Bm produit une variation du niveau de signal ∆S. La sortie du 

système de détection dépend de l'amplitude et de la phase de ∆S et produit la dérivée première (b).

Le signal électrique produit alors par la diode détectrice s'exprimera alors d'une 

manière générale par:

       )t(Nt2nsinBt2ncosAtS 0
n

mnmn0  

Les termes en nA  et en nB  représentent respectivement les harmoniques en phase et 

en quadrature de phase par rapport à la modulation et  tN0  représente le bruit. L'amplitude 

des harmoniques diminue très rapidement quand n augmente. L'intérêt de ce mode de 

détection est de coder le signal d'absorption RPE dans une gamme de fréquence, au voisinage 

de m  où les bruits électroniques sont faibles, ce qui augmente le rapport signal sur bruit. Si 

l'amplitude de modulation est faible devant la largeur de raie et si les termes en quadrature de 

phase sont négligeables (ce qui est pratiquement toujours le cas sauf si les temps de relaxation 

sont très longs), alors:
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    )t(Nt2cosAAtS 0m100 

avec 
0

1 dB

dI
A  .

Le signal est ensuite filtré avec un filtre passe-bande à m et devient alors:

     tNtv2cosAtS 1m11 

où  tN1  représente le bruit résiduel au voisinage de m . Le signal est ensuite multiplié par 

un signal de référence à m , ce qui donne:

     

     tv2cosRtNtv4cosRA
2

1
RA

2

1
        

tv2cosRtStS

m01m0101

m012





Le signal est une nouvelle fois filtré avec un filtre passe-bas pour supprimer les termes 

dépendant du temps en particulier celui contenant le bruit N1 t . On obtient alors un signal 

qui constitue le spectre RPE observé et dont on a éliminé une grande partie du bruit:

0
013 dB

dI
RA

2

1
S 

On a ainsi un signal RPE proportionnel à la dérivée première de l'intensité absorbée par 

rapport au champ statique appliqué 0B  (Figure A1.2).

III. Modes de détection : phase et quadrature de phase avec la détection

Quatre signaux sont observables avec nos spectromètres RPE : 

La première harmonique en phase avec la modulation A1,

La première harmonique en quadrature de phase avec la modulation B1,

La seconde harmonique en phase avec la modulation A2,

La seconde harmonique en quadrature de phase avec la modulation B2,

Si la première harmonique est l’équivalent de la dérivée première de l’absorption, la 

seconde harmonique étant normalement l’équivalent de sa dérivée seconde.
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Notion de vitesse de passage

La modulation du champ magnétique (modulation Zeeman), se fait à la fréquence m, 

et avec une amplitude Bm. Ainsi le "paquet de spins" se trouvant en B0 voit alternativement 

une composante du champ dans un sens puis dans le sens opposé. A chaque période, la 

modulation tend donc à inverser l’aimantation. Suivant le comportement des spins soumis à 

cette modulation, nous allons voir que nous serons dans le cas dit de "passage lent", ou de 

"passage rapide". La vitesse de passage étant la vitesse à laquelle varie le champ magnétique 

de modulation.

"Passage lent"

Nous sommes dans le cas où les paquets de spins ont le temps de relaxer. Ce cas est 

caractérisé par l’inégalité suivante :

m.T1 « 1

où m est la fréquence de modulation, 

et T1 le temps de relaxation spin-réseau électronique.

Ceci traduit le fait que le temps entre les différents cycles de modulation est long 

devant la constante T1. Nous pouvons considérer que, dans de telles conditions, nous sommes 

toujours à l’équilibre, c’est à dire que les populations respectives des états fondamentaux et 

excités sont celles fixées par la statistique de Boltzman. C’est le cas le plus commun dans la 

RPE des solides car les temps de relaxation spin-réseau y sont très courts et la fréquence de 

modulation ne dépasse jamais 100 kHz. 

De même, le cas du "passage lent" est caractérisé par la relation suivante :

2m
1

1 T.
A

B


où m est la fréquence de modulation, 

et T2 le temps de relaxation spin-spin électronique.

En général T2 est court pour les impuretés et les défauts paramagnétiques dans les 

solides, T2<10-7s. Pour une fréquence de modulation de 100 kHz, nous avons donc   

B1/A1<10-2. Ceci implique que le signal en quadrature de phase de la première harmonique a 

une intensité négligeable devant celle du signal en phase. C’est pour cette raison que l’on 

détecte toujours A1 en RPE.
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"Passage rapide"

Cette fois-ci, nous nous trouvons dans le cas contraire, c’est à dire que les paquets de 

spins n’ont le temps de relaxer que très partiellement entre deux cycles de la modulation 

Zeeman. Ceci n’est bien sûr possible que dans le cas où dB0/dt est faible et Bm est 

suffisamment grand. Dans ces conditions seulement, un paquet de spins pourra voir plusieurs 

cycles de la modulation. C’est dans ce cas de figure qu’il existe un signal en quadrature de 

phase avec la modulation.

Les centres E’ ne sont pas dans la situation de "passage lent" mais dans celle de 

"passage rapide". Il est donc facile de les détecter seuls en quadrature de phase, les radicaux 

organiques et les autres défauts de la silice ayant des temps de relaxation trop courts, ne sont 

détectables qu’en phase avec la modulation.
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Annexe 2

Espèces radicalaires dans le chert de Rhynie (396 Ma)

La figure A2.1 représente l'évolution d'un spectre RPE bande Q en fonction de la 

puissance micro-onde. Les spectres sont calés sur les raies des méthyles et ils sont normés 

arbitrairement.

Figure A2.1 : Evolution du Spectre RPE bande Q sous air du chert de Rhynie, en fonction de la 

puissance micro-onde, à température ambiante, avec une amplitude de modulation de 0,01mT.

On observe toujours l'espèce A de facteur g = 2,0006 attribuable certainement à des 

CO2
¯ en libre rotation dans des carbonates.

On observe également une série d'espèces qui semblent saturer à haute puissance 

micro-onde :

E de facteur g = 2,0073, F de facteur g = 2,0055 et G de facteur g = 2,0036. 

 2,2

 1,3

 1

52,9 mW

5,35 mW

1,67 mW

2 mT

A

E F G
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Annexe 3

Radicaux simulés à partir des données de la littérature

La figure A3.1 représente le spectre du radical D enregistré en RPE en bande Q ainsi 

que les spectres simulés de radicaux issus de la glycine, de l'alanine et de l'acétaldéhyde sous 

sa forme acide et sa forme basique, à l'aide du logiciel Simfonia.

12150 12200 12250

Radical D

H2N(CH3)HC

(CH3)HC OH

(CH3)HC O-

H2NH2C


H2NHCCO2
-

Champ magnétique (mT)

Figure A3.1 : a) spectre RPE en bande Q du radical D, b) radical issu de l'alanine c) et d) radical 

acétaldéhyde sous sa forme acide et basique respectivement, e) et f) radicaux issus de la glycine.

a)

b)

c)

d)

e)

f)
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Les constantes de couplage hyperfin sont rassemblées dans le tableau ci-dessous :

Molécule générant le radical radical
Constantes de couplage 

hyperfin

alanine H2N(CH3)HC AN = 0,325 mT

AH-N = 0.645 mT (2H)

AH-C = 1,466 mT (1H)

ACH3 = 0.645 mT (3H)

acétaldéhyde (CH3)HC OH AH-C = 1,524 mT (1H)

ACH3 = 2,211 mT (3H)

AH-O = 0,27 mT (1H)

acétaldéhyde (CH3)HC O- AH-C = 12,05 mT (1H)

ACH3 = 1,985 mT (3H)

glycine H2NH2C
 AN = 0,485 mT

AH-N = 0.474 mT (2H)

AH-C = 1,542 mT (2H)

glycine H2NHCCO2
- AN = 0,610 mT

AH-N = 0.339 mT (1H)

AH-N = 0.290 mT (1H)

AH-C = 1,369 mT (1H)
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Annexe 4

Représentation des principales zones de métamorphisme

sur un diagramme Pression-Température
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Annexe 5

Simulation des spectres RPE des cherts (en italique dans le tableau II.1)

 par une gaussienne (pointillés) et une lorentzienne (tirets).

336 337 338 339 340 341 342336 337 338 339 340 341 342

Charbon A1
14.45 Ma

Charbon A3
320 Ma

336 337 338 339 340 341 342

Charbon A2
14.45 Ma

334 334.2 334.4 334.6 334.8336 337 338 339 340 341 342338.8 339 339.2 339.4 339.6

Chert de Gunflint (5)
1,88 Ga

Chert de Wyloo (6')
1,85-2,2 Ga

Chert de Fortescue (8)
2,75 Ga

349 350 351 352 353338 338.5 339 339.5 340

Chert de Warrawoona (11)
3,46 Ga

Chert d'Onverwacht (12)
3,54 Ga
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Annexe 6

Protocoles expérimentaux de l'encapsulation du matériel biologique

I. Encapsulation de la Sérum Albumine bovine (SAB)

La SAB est une protéine qui comporte 581 acides aminés et de masse molaire M= 

67000g.mol-1. Elle s'apparente très fortement à la sérum albumine humaine.

I.1. Mode opératoire

La formation du réseau de silice s'effectue par condensation des précurseurs de charge 

nulle, Si(OH)4, issus de la neutralisation des silicates par acidification du sol jusqu'à pH 7.

Solutions réactives :

- solution de silicate de sodium (Si:Na) basique de concentration en SiO2 est de 0,75mol.L-1.

Pour cela, on a dissous 3,33g de solution de silicate de sodium commercial (27% SiO2 et 10% 

NaOH) dans 20 ml d'eau permutée.

- solution de SAB à 12,5 mg/ml dans de l'eau permutée.

- solution d'HCl, 3M.

Protocole: 

On verse sous agitation dans la solution de Si:Na (0,75M), la quantité d'HCl nécessaire 

pour neutraliser la solution. On introduit rapidement la solution de SAB. A pH=7, la SAB a 

une structure tertiaire dite N (normale), c'est-à-dire que la protéine est repliée sur elle-même 

sous la forme d'une pelote. La condensation à pH 7 est quasi-instantanée (1 à 2 minutes). Le 

gel obtenu est de couleur blanche, légèrement translucide. Il est ensuite lyophilisé. Il est pour 

cela trempé dans de l'azote liquide pour abaisser rapidement la température et figer l'eau sous 

forme de glace dans la situation où elle se trouvait à l'état liquide. La glace est ensuite 

sublimée à une pression de quelques mbar. Cette technique permet d'éliminer une très grande 

partie de l'eau sans dénaturer la structure du produit. L'échantillon est obtenu sous forme de 

poudre blanche.
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Le schéma du mode opératoire est représenté sur la figure A6.1.

Figure A6.1 : Protocole d'encapsulation de la SAB.

I.2. Caractérisation du gel

Nous avons réalisé un diagramme de diffraction des rayons X de la poudre obtenue et 

nous avons analysé cette poudre par MEB. Les résultats sont rassemblés sur la figure A6.2.

Figure A6.2 : a) diagramme de diffraction des rayons X sur un gel de silice brut,  = 1,789 Å. 

b) cliché MEB enregistré en électrons secondaires sur le gel de silice, Cristaux de NaCl.

Les analyses révèlent la présence de cristaux de NaCl (diffraction X) et de forme 

cubique (mise en évidence par analyse EDX). La silice est quant à elle, totalement amorphe. 

2.5 mL de Si:Na 
(0.75M)

350µL de HCl
3M

2.5 mL de solution de 
SAB (12,5mg/ml)

condensationhydrolyse lyophilisation
Poudre

2θ

5 µm

33 .980 43 .980 53 .9 80 63 .98 0 73 .980

NaCl

NaCla) b)
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11

)

(2
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)

(2
20

)

(2
22
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Aucune poche de SAB n'a été mise en évidence par MEB car la taille de la pelote est 

inférieure (100 Å de diamètre) à la résolution du microscope.

II. Encapsulation des cyanobactéries

Nous avons choisi d'encapsuler des cyanobactéries car ce sont les organismes 

fossilisés dans le chert de Gunflint et parce que les structures filamenteuses carbonées dans le 

chert de Warrawoona pourraient correspondre à des fossiles de bactéries s'y apparentant.

Les cyanobactéries encapsulées, des Leptolyngbya foveolarum (figure A6.3), sont des 

cyanobactéries filamentaueses à gaine, d'environ 10 µm de longueur et dépourvues 

d'hétérocystes1. Les cyanobactéries de cette espèce ont été choisies car elles ont la 

particularité de ne pas s'agréger.

Figure A6.3 : photographie des cyanobactéries Leptolyngbya foveolarum.

Les encapsulations ont été réalisées par Cécile Roux.

Le protocole d'encapsulation a, ici, été légèrement modifié. La synthèse du gel se fait 

toujours par condensation de silicates de sodium en solution mais en présence de colloïdes de 

silice, ce qui permet d'obtenir une charge en silice plus importante. Les silicates servent ainsi 

de "ciment" aux particules de silice préformées. Les cyanobactéries sont introduites dans une 

solution tampon à pH 7, juste après la neutralisation et avant la condensation complète. Le gel 

est ensuite lyophilisé et une poudre de couleur vert-pâle est obtenue.

Le mode opératoire utilisé est détaillé ci-après.

                                                
1 Hétérocystes : grosses cellules au niveau desquelles un filament se partage en deux.
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1 mL de silicate de sodium (Na2Si3O7, 0,4M) et 1 mL de silice colloïdale (LUDOX, 

40% de SiO2, SiO2/Na2O=95%, d=1,3) sont mélangés. On ajoute 80µL de HCl (4M)  pour 

neutraliser la solution avant d'y ajouter 1 mL d'une solution tampon (34 mM de NaH2PO4, 64 

mM de K2HPO4, 0,3 mM de MgSO4) comprenant les cyanobactéries. 

La concentration exacte en cyanobactéries à l'intérieur de la solution n'est pas connue 

mais la densité optique2 (DO) de la solution a été mesurée et vaut 4,1 pour une longueur 

d'onde incidente de 600 nm. Il est à noter que la concentration en cyanobactéries dans les gels 

est largement suffisante pour obtenir des signaux RPE de forte intensité par traitements 

thermiques.

                                                
2 La Densité Optique (DO) est une mesure spectrophotométrique. Elle est égale DO() = log (I0/I) où I0 est 
l'intensité du faisceau incident et I l'intensité du faisceau transmis après passage dans la solution à analyser. La 
DO est également reliée à la concentration c des molécules absorbantes par la loi de Beer-Lambert où 
DO()=().l.c ( est le coefficient d'extinction molaire des molécules absorbantes, l est la taille de la cuve de 
mesure et c la concentration en molécules absorbantes).
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30 40 50 60 70 80

Annexe 7

Evolution de la matrice de silice sol-gel après une série de traitements 

thermiques

La figure présente les diagrammes de diffractions des rayons X sur poudre a) d'un gel 

natif, b) d'un gel chauffé jusqu'à une température de 770°C et c) du chert natif de Rhynie. Ils 

sont enregistrés à la longueur d'onde =1,789 Å de la raie K du cobalt, après suppression de 

la composante K2 et lissage des courbes. Les raies représentatives de cristaux de NaCl sont 

indiquées par des pointillés bleus et celles représentatives du quartz  en traits continus 

rouges.
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Annexe 8

Appareillage utilisé en pyrolyse CG-MS

Le CG-SM est composé d’un chromatographe Hewlett-Packard HP 5890 série II. Celui-ci est 

couplé à un spectromètre de masse moléculaire, de type Hewlett-Packard HP 5989. Le 

spectromètre de masse permet l’identification des fragments séparés par la colonne. 

L’ensemble de l’appareillage se compose de  plusieurs éléments :

 un injecteur, à la température de 280°C. Il amène l’échantillon dans le flux gazeux en 

tête de colonne.

 une colonne : elle assure la séparation du mélange issu de la pyrolyse. La colonne 

utilisée est en silice fondue et du type RTX-5MS (Restek). Ses caractéristiques sont :

- longueur : 30 m

- diamètre intérieur : 0.25 μm

- diamètre extérieur : 0.5 μm

- composition : 95% diméthyl – 5% diphénylpolysiloxane

                                 (95% apolaire-5% polaire)

 la source du spectromètre : un filament de tungstène chauffé émet des électrons à haute 

vitesse qui ionisent les molécules en sortie de colonne capillaire. Les ions ainsi formés 

sont envoyés dans le quadripôle, au travers d’un système de lentilles focalisatrices.

 un quadripôle : il assure la séparation des ions formés dans la source en fonction de 

leur rapport m/z (masse/charge). La température y est de 110°C et l’appareil peut mesurer 

des rapports allant de 40 à 650.

 un multiplicateur d’électrons qui assure la détection des électrons produits par l’impact 

des cations sur une cathode d’inversion.

Le programme de température (à laquelle est soumise la colonne capillaire) utilisé au niveau 

de la CG consiste en une rampe de 3°C/min, après 10 minutes à 50°C, jusqu’à 300°C.
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