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Reésumé

Les durées de vie de fluorescence apparentes de ’amino-9 acridine, de
I’atébrine et de deux de ses homologues (1’amino-9 méthoxy-2 chloro-6
acridine et le n-butylamino-9 méthoxy-2 chloro-6 acridine) ont été mesurées
par fluorimétrie de phase, dans un solvant visqueux (mélange eau—glycérol)
et dans un solvant peu visqueux (mélange eau—éthanol). Les résultats obtenus
font apparaitre une réorientation des molécules de solvant autour de la
molécule de soluté aprés excitation provoquant une stabilisation de 1’état
excité du fluorophore.

En milieu visqueux, la fluorescence de ’atébrine et de ses deux dérivés
peut étre considérée comme émise simultanément par deux états F et R dont
le second (R) est peuplé par ’'intermédiaire du premier (F). La duré de vie de
ces deux états a été déterminée pour chaque composé. Le spectre de fluo-
rescence obtenu sous régime stationnaire a été résolu en la fluorescence
€émise par chacun des deux états.

Dans ce méme milieu, la fluorescence de 1’amino-9 acridine n’est émise
que par un état de type R. Cependant, le processus est suffisamment lent
pour étre décelé par fluorimétrie de phase. La durée de vie de fluorescence
de chacun des deux états a été déterminée,

En milieu de plus faible viscosité la fluorescence des quatre composés
n’est émise que parun étatde type R et le processus est trop rapide pour étre
décelé par fluorimétrie de phase. Les mesures ne permettent, alors, que de
déterminer la durée de vie de fluorescence de 1’état R.

Summary

The apparent lifetimes of 9-aminoacridine, of atebrin and of two of
its derivatives (9-amino-2-methoxy-6-chloroacridine and 9-n-butylamino-2-
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methoxy-6-chloroacridine) have been measured by phase modulation
fluorometry in a glycerol-water mixture (high viscosity) and an ethanol-
water mixture (low viscosity). Results are easily interpreted in terms of a
relaxation of the first singlet excited state involving  a rearrangement of
solvent molecules before excitation.

In the glycerol-water mixture, the stationary fluorescence spectra of
atebrin and its two derivatives can be resolved into fluorescence spectra
emitted by the relaxed state and fluorescence spectra emitted by the
unrelaxed state. For each compound the lifetimes of these two states have
been calculated.

In the same solvent mixture the origin of 9-aminoacridine fluorescence
is the relaxed state alone. However, the relaxation process is slow enough to
be detected by phase modulation fluorometry. The lifetimes of the relaxed
and unrelaxed states are still accessible. '

In the ethanol—-water mixture this is no longer true. For each compound
under study the origin of the fluorescence is still the relaxed state but the
relaxation process is so rapid, compared with the deactivation processes, that
it can no longer be detected by phase modulation techniques. In this case,
only the lifetime characteristic of the relaxed state is accessible,

1. Introduction

Les résultats exposés dans des publications précédentes [1, 2] ont
permis de répartir les interactions soluté—solvant de dérivés de 1’amino-9
acridine en trois classes: (1) les interactions faisant intervenir la polarité et la
polarisabilité des molécules de solvant et de soluté; (2) les interactions
provenant de la formation de liaisons hydrogéne pour lesquelles ’atome
d’azote pyridinique joue le role d’accepteur de proton et la molécule de
solvant celui de donneur de proton; (3) les interactions provenant de la
formation de liaisons hydrogéne pour lesquelles le groupement amino joue le
role de donneur de proton et la molécule de solvant celui d’accepteur de
proton.

L’utilisation du formalisme de Kamlet et al. [3] permet de déterminer
Pinfluence de chaque type d’interaction sur la position des spectres électroni-
ques. Ainsi ’étude comparative des déplacements des spectres d’absorption
et de fluorescence dans divers solvants peut s’interpréter par des différences
de solvatation entre 1’état d’équilibre fondamental et 1’état d’équilibre excité
des amino-9 acridines [1, 2], c’est-a-dire par une réorganisation des molécules
de solvant autour de la molécule de soluté dans I’état excité, entrainant une
plus grande stabilité de cet état. Ce phénomeéne peut étre décelé par fluori-
métrie de phase lorsqu’il s’effectue avec une vitesse comparable a celles des
divers processus de désactivation de 1’état excité [4 - 6].

Nous avons donc entrepris une étude par fluorimétrie de phase de
I’émission de ’amino-9 acridine (9AA), de ’amino-9 méthoxy-2 chloro-6
acridine (ACMA), du rn-butylamino-9 méthoxy-2 chloro-6 acridine (BCMA)
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et du (V,N-diéthylamino-4’ méthyl-1' n-butylamino)-9 méthoxy-2 chloro-6
acridine (atébrine). Dans cet article, nous présentons les résultats obtenus
lorsque ces composés sont sous forme de molécule neutre dans un solvant
peu visqueux (mélange eau—éthanol) ou dans un solvant plus visqueux
(mélange eau—glycérol).

2. Partie expérimentale

La 9AA et ’atébrine sous forme de chlorhydrate sont respectivement
des produits Fluka et Merck. L’ACMA et le BCMA ont été synthétisés au
laboratoire du Dr. Pierre Jacquignon de I’'Institut des Substances Naturelles
de Gif sur Yvette,

Ces composés possédent plusieurs sites de protonation et selon 1’acidité
ou la basicité du milieu la fluorescence peut étre émise par le dication, le
. monocation, la molécule neutre ou 1’anion [7, 8].

I’ACMA est insoluble dans I’eau pure. C’est pourquoi nous avons choisi
comme solvant peu visqueux un mélange eau—éthanol (80%:20% en volume).
Le pH de ce mélange était ajusté a une valeur telle que la molécule neutre fiit
la seule forme existante ou pour le moins prépondérante dans 1’état électro-
nique fondamental comme dans 1’état excité [7, 8], a savoir, pH 11,2 pour la
9AA, pH 11 pour ’ACMA et pH 10 pour le BCMA. Pour I’atébrine la solution
était a pH 10,3; a ce pH une fraction du composé est protonée sur 1’azote
porteur des deux groupements éthyle mais cette protonation ne perturbe en
rien les spectres électroniques ou le rendement quantique de fluorescence de
la forme moléculaire [8].

Comme solvant visqueux nous avons utilisé un mélange eau—glycérol
(12%:88% en volume). Les interactions soluté—solvant sont donc du méme
type que celles intervenant dans le mélange eau—éthanol. En outre les
meélanges eau—glycérol étaient ajustés, goutte a goutte, avec une solution de
soude 1 N, de fagon a ce que les spectres d’absorption et de fluorescence des
différents produits fussent identiques a ceux obtenus dans le mélange eau—
éthanol.

Ce sont donc les propriétés de la forme moléculaire des quatre amino-9
acridines qui ont été étudiées. :

Les spectres de fluorescence ont été enregistrés sur un fluorimetre Jobin
et Yvon 3D, ceux d’absorption sur un spectrophotomeétre Uvikon 820.

Les mesures de fluorimétrie de phase ont été effectuées sur un appareil
SLM 4800. Le retard de phase ¢ et le facteur de démodulation m étaient
mesurés a 21 * 0,5 °C en utilisant une suspension de glycogéne comme réfé-
rence. La densité optique de chaque solution était ajustée 4 0,1 - 0,2 3 1a
longueur d’onde d’excitation, Les corrections de réponse du photomulti-
plicateur en fonction de la longueur d’onde ont été effectuées selon la
méthode préconisée par Jameson et Weber [9]. Des mesures de contrdle ont
été réalisées selon la technique de Spencer et Weber [10] pour vérifier que le
mouvement brownien de rotation ne modifie pas les grandeurs mesurées.
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3. Résultats et discussion

3.1. Influence de la viscosité sur les spectres de fluorescence

La réorientation des molécules de solvant autour d’une molécule de
soluté excitée intervient certainement par une suite discréte d’événements
successifs constitués par la réorientation et le réarrangement de chacune des
molécules de solvant impliquées. La fluorescence observée résulte alors de
I’émission a partir d’une multitude d’états stabilisés les uns par rapport aux
autres au fur et a mesure que la relaxation de la cage de solvant se poursuit
{11, 12]. Cependant, il est rare que l’'on puisse disposer d’informations
expérimentales permettant d’utiliser un tel modéle. 11 est donc nécessaire
de recourir a un deuxiéme modéle beaucoup moins ambitieux mais compa-
tible avec la nature des données expérimentales [13 - 16]. Dans ce modéle
deux états excités seulement sont considérés. Le premier (schématisé par F
sur la Fig. 1) est responsable de la fluorescence lorsque la relaxation n’a pas
lieu. Le deuxiéme (schématisé par R sur la Fig. 1) est responsable de la
fluorescence lorsque la relaxation est totale.

L’étude théorique effectuée par Lakowicz et Balter {13] montre que les
deux modéles prévoient a quelques détails prés les mémes types de résultats
lorsque le phénomeéne est étudié par fluorimétrie de phase.

Sur la Fig. 2 sont représentés les spectres de fluorescence du BCMA
dans le cyclohexane, dans le glycérol a 8 =5 °C et 6 = 21 °C et dans un
mélange eau—éthanol (80%:20% en volume). On constate un glissement vers
les grandes longueurs d’onde lorsqu’on compare 1’effet du premier solvant
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Fig. 1. Diagramme énergétique des états non relaxé (état F) et relaxé (état R).

Fig. 2. Spectres de fluorescence normalisés (unité d’intensité arbitraire) du BCMA dans le
cyclohexane (---.---), le glycérol a2 @ =5 °C (—— —), le glycérol 48 =21 °C (—+ —) et le
mélange eau—éthanol ( ).
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Fig. 3. Spectres de fluorescence normalisés (unité d’intensité arbitraire) de I’ACMA dans
le cyclohexane (- ), le glycérol 80 = 5°C(—— —) et leglycérol 48 =21 °C (— - —).

a celui du deuxiéme puis du troisiéme. Ceci est également illustré dans le cas
de ’ACMA sur la Fig. 3 et peut étre interprété comme suit.

Dans le cas du cyclohexane les interactions avec le soluté sont pratique-
ment inexistantes et il parait raisonnable de supposer que la solvatation de
’état excité est identique a celle de 1’état fondamental. La fluorescence est
alors émise par un état de type F (selon la nomenclature de Lakowicz et
Balter [13]). .

Dans le mélange eau—éthanol, en raison de la faible viscosité du milieu,
la réorientation des molécules de solvant doit étre trés rapide. La fluorescence
est alors émise par un état de type R (selon la nomenclature de Lakowicz et
Balter [13]).

Dans le glycérol, la ‘viscosité est plus élevée et augmente lorsque la
température diminue, et la réorientation des molécules de solvant s’effectue
a une vitesse plus lente, On peut supposer que certaines molécules de
fluorophore se désactivent a partir d’un état de type F, d’autres & partir d’un
état de type R [4, 5].

Avant d’examiner les résultats obtenus par fluorimétrie de phase
quelques rappels théoriques nous semblent nécessaires.

3.2. Rappels théoriques
En fluorimétrie de phase, la fluorescence de I’échantillon excitée par
une radiation

I.(t) = A + B sin wt
est de la forme
I..(t)= A"+ B sin(wt — ¢)

ou w = 2my (v étant la fréquence de modulation).
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En effet, du fait de la durée de vie de 1’état excité, la radiation émise
subit un retard de phase ¢ et une démodulation m (m = B/A/A'B) par rapport
a la lumiére excitatrice.

A partir des deux grandeurs observables m et ¢ on définit deux para-
meétres:

To = Z.)l_ tan ¢ ‘ (1)
1/{1 1/2
Tm = ;(;1—2 _1) (2)

Si la fluorescence observée est la superposition de celles émises simulta-
nément par deux états excités dont I’un (R) est peuplé par ’intermédiaire de
I’autre (F) selon un processus schématisé sur la Fig. 1, on peut écrire [13,17]

_are(l + w?tR?) + (1 — a)(1y + 7g) , 3
T Wl F i) + (1 —a)(1 — wTsTR) 3

T =

(4)

(,,.Fz,rnzwz + 752 + 72 — a1g? )1/2
1+ az‘rszz

Dans les formules (3) et (4) 77 et 7 sont les durées dé vie de fluorescence
des états F et R:

F = 1/(Br + Rpr)
TR = 1/kp

ky et kg représentent la somme des constantes de vitesse des désactivations
(radiatives et non radiatives) des états F et R, krgr la constante de vitesse de
la transformation de 1’état F en 1’état R. Les deux fluorescences des états F
et R pourront étre examinées simultanément si la valeur de kgg n’est ni trop
grande ni trop faible devant la valeur de ky.
a (= Ig/(Ig + Ig)) est un parametre qui mesure la contnbutlon de 1’état
F a la fluorescence totale observée i une longueur d’onde donnée. Sa valeur
ne dépend que de la longueur d’onde d’observation. _
Dans la pratique on étudie souvent le rapport m/cos ¢ qui permet de
comparer les grandeurs directement observables, Dans le cas qui nous mteresse
(Fig. 1), il s’exprime [13, 17]
m 1+ o?w?rg?

= (5)

cos¢p  awlrp(ty + 1)+ (1 — wirpTR)

L’étude des trois fonctions 74, 7,, et m/cos ¢ en fonction de w et &
permet de prévoir leurs sens de variation avec la fréquence de modulation
d’une part et la longueur d’onde d’observation d’autre part. Les principaux
résultats obtenus sont [17] les suivants: (i) du cdté des courtes longueurs
d’onde (pour &> T /TR ), Tp < Tm, m/cos $< 1 et 7, et 7,, diminuent lorsque
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la fréquence de modulation augmente; (ii) du c6té des grandes longueurs
d’onde (pour & < 7 /TR ), Tp > Tm, M/cos d > 1 et 7, et 7, augmentent lorsque
la fréquence de modulation augmente; (iii) enfin lorsque &« =7¢/Tg oOn a
Tp = Tm = Tr €t m/cos ¢ = 1 quelle que soit la fréquence de modulation.

3.3. Résultats obtenus par fluorimétrie de phase

Dans les Tableaux 1 - 4 sont rassemblés les résultats obtenus par fluori-
métrie de phase. Dans chaque tableau figurent les valeurs de 7,, 7,, et m/cos¢
mesurées pour un produit donné dans les mélanges eau—éthanol et eau—
glycérol a trois fréquences de modulation et a différentes longueurs d’onde
d’observation.

TABLEAU 1

Valeur des durées de vie apparentes de ’ACMA mesurées par fluorimétrie de phase dans
les mélanges eau—éthanol et eau—glycérol

v =30 MHz v=18 MHz v=6 MH=z
To Tm micos¢ Ty Tm Mmjcosgp T4 Tm  mjcos¢
(ns) (ns) (ns)  (ns) (ns) (ns)
Aops = 440 nm
Mélange eau—glycérol 4.8 11,4 0,57 7,5 13,6 0,72 11,5 14,8 095
)\obs =460 nm
Mélange eau—éthanol 17,2 18,1 0,95 188 17,4 1,06 18,5 18,1 1,01
Mélange eau—glycérol 10,3 15,7 0,70 13,2 16,1 0,86 15,5 15,9 0,99
Aobs = 480 nm
Mélange eau—éthanol 18,2 17,8 1,02 18,1 18,3 0,99 18,7 18,2 1,01
Mélange eau—glycérol 18,1 17,8 1,02 17,7 16,9 1,04 16,8 16,1 1,01
Aobs = 500 nm
Mélange eau—éthanol 17,9 18,2 0,99 17,5 17,9 0,98 17,9 17,6 1,01
Meélange eau—glycérol 20,1 18,0 1,11 18,7 17,0 1,08 17,1 16,2 1,02
Aobs = 520 nm
Mélange eau—éthanol 19,0 18,6 1,02 19,2 18,3 1,04 18,6 17,9 1,01
Mélange eau—glycérol 21,1 17,8 1,17 19,8 17,0 1,13 17,7 16,5 1,02
ho’bs =540 nm
Mélange eau—éthanol 18,56 18,2 1,02 18,7 17,9 1,04 18,5 17,8 1,01
Mélange eau—glycérol 22,7 17,8 1,26 20,3 17,0 1,16
Aops = 560 nm :
Mélange eau—éthanol 18,6 18,1 1,03 17,9 18,3 0,98 18,7 18,3 1,01
Meélange eau—glycérol 20,4 17,2 1,17 199 17,0 1,13
Aops = 575 nm
Mélange eau—éthanol 18,8 18,4 1,02 19,2 18,2 1,04 18,6 18,1 1,01

Mélange eau—-glycérol 24,7 16,6 1,45 194 17,0 1,11
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TABLEAU 2

Valeur des durées de vie apparentes du BCMA mesurées par fluorimétrie de phase dans
les mélanges eau—éthanol et eau—glycérol

v= 30 MHz v=18MHz v=6MHz

T Tm mfcosg Ty Tm mjcosg 7 Tm m/jcos ¢

(ns) (ns) (ns)  (ns) (ns} (ns)
lobs=460 nm
Mélange eau-glycérol 5,5 11,9 0,59 8,2 12,4 0,79 12,5 14,5 0,97
Aobs = 480 nm )
Mélange eau—éthanol 11,4 11,6 0,99 11,6 12,3 0,96 12,3 12,8 0,99
Meélange eau—glycérol 11,5 14,1 0,84 12,8 13,7 0,96 14,0 13,9 1,00
Aops = 500 nm
Maélange eau—éthanol 12,6 11,9 1,05 12,2 12,1 1,01 12,6 12,8 1,00
Mélange eau—glycérol 14,6 14,4 1,01 14,4 13,8 1,03 14,5 13,9 1,01
Aobs = 520 nm
Mélange eau—glycérol 168 14,5 1,14 15,0 13,9 1,06 14,7 14,0 1,01
Aobs = 540 nm
Meélange eau—glycérol 17,3 14,2 1,19 159 13,8 1,11 15,0 14,2 1,01
)\obs=560 nm
Mélange eau—éthanol 13,0 11,7 1,09 12,56 12,5 1,00 12,6 12,9 1,00
Mélange eau—glycérol 17,4 14,5 1,18 16,4 14,1 1,12 14,7 13,9 1,01
Aobs = 575 nm
Mélange eau—-glycérol 20,9 14,1 1,43 16,1 14,7 1,07 14,4 13,56 1,01

3.3.1. Résultats obtenus dans le melange eau—giycérol pour ’ACMA, le
BCMA et l'atébrine

Lorsque pour une fréquence de modulation fixée on augmente la
longueur d’onde d’observation on constate que la valeur de 7, croit de méme
que celle de 7,, bien que de fagcon moins sensible (Tableaux 1 - 3).

Par ailleurs, du c6té des courtes longueurs d’onde 7, < 7,,, et m/cos¢p < 1
quelle que soit la fréquence de modulation utilisée. En outre, 74, 7, et
m/cos ¢ diminuent lorsque cette méme fréquence augmente.

Au contraire, du cdté des grandes longueurs d’onde d’observation
Ty > T, et m/cos ¢> 1 quelle que soit la fréquence de modulation utilisée.
En outre, 74, 7;,, et m/cos ¢ augmentent avec cette méme fréquence.

Ces observations sont en accord avec les prévisions théoriques concer-
nant 1’émission simultanée de deux états F et R dont 1’un (R) est peuplé par
I’intermédiaire de 1’autre (F).

La présence de glycérol a pour effet d’augmenter la viscosité du milieu
et de diminuer la vitesse du réarrangement des molécules de solvant aprés
excitation. Parmi les molécules de fluorophore une partie fluoresce avant
que la stabilisation de 1’état excité ne soit effective tandis que 1’autre partie
fluoresce aprés stabilisation.
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TABLEAU 3
Valeur des durées de vie apparentes de Patébrine mesurées par fluorimétrie de phase dans
les mélanges eau—éthanol et eau--glycérol

v~ 30 MHz v=18 MH=z v=6MHz
To Tm ml/cosg Ty Tm mjcosgd 7y T m/cos ¢
(ns) (ns) (ns} (ns) (ns} (ns)

Aobs = 460 nm
Mélange eau—glycérol 48 9,2 067 6,4 10,2 0,81 86 11,2 097

Aobs = 480 nm

Mélange eau—éthanol 9,1 10,0 0,93 8,7 9,3 0,97 9,3 10,2 0,99
Mélange eau—glycérol 8,7 11,2 0,82 99 117 0,90 110 116 0,99
Aobs = 500 nm
Mélange eau—éthanol 9.8 89 1,07 g.4 9,4 1,00 9,7 9,9 1,00
Mélange eau—glyecérol 116 12,1 0,97 11,9 12,0 0,99 11,9 11,9 1,00
Aobs = 520 nm
Mélange eau—éthanol 10,1 10,1 1,00 10,1 10,8 0,96 9,8 10,3 0,99
Mélange eau—glycérol 13,9 12,2 1,12 12,8 12,2 1,03 12,3 11,6 1,01
lobs = 540 nm
Meélange eau—éthanol 9,7 9,2 104 9.8 9,6 1,01 10,0 9,8 100
Mélange eau—-glycérol 16,3 12,3 1,28 134 12,4 1,05 12,4 11,8 1,01
hobs = 560 nm
Mélange eau—-glycérol 17,8 12,6 1,36 144 126 1,10 12,5 11,9 1,01
Aops = 575 nm
Mélange eau-—éthanol 96 9,1 1,04 9,4 9,7 0,98 9,9 9,8 1,060
Mélange eau—glycérol 189 12,7 1,43 149 125 1,138 12,9 11,7 1,02

Pour chacun des trois produits considérés il existe une longueur d’onde
(voisine de 480 - 500 nm) pour laquelle 7, et 7,, sont égaux (et m/cos ¢ =1)
et gardent une valeur constante gquelle que soit la fréquence de modulation
utilisée. L’étude des variations des fonctions 7, et 7,, montre que cette
longueur d’onde est celle pour laquelle o =7p/7p et qu’alors 7, =17, = Tx
{171.

Les résultats des Tableaux 1 - 3 permettent donc de déduire la durée de
vie de fluorescence de ’état stabilisé par la réorientation des molécules de
solvant. Les valeur approximatives sont 7 = 16,5 ns pour ’ACMA, 1 = 14,0
ns pour le BCMA et 7 = 12,0 ns pour I’atébrine. On peut alors pour chaque
composé calculer la valeur de kg dans le mélange eau—glycérol (Tableau 5).

Les valeurs de 74 étant déterminées, on dispose de deux équations (éqns,
(3) et (4)) comportant, pour une fréguence de modulation et une longueur
d’onde d’observation données, deux inconnues & et 7y qui peuvent donc étre
calculées. Ces deux équations peuvent se mettre sous la forme

- ATF +7 .
= A (6
T2Tp +ATR
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TABLEAU 4

Valeur des durées de vie apparentes de la 9 AA mesurées par fluorimétrie de phase dans
les mélanges eau—&thanol et eau—glycérol

v =30 MHz v= 18 MH=z v=6MHz
Ta T mfcosd Ty Trm m/cos¢ Ty Trn mjcos ¢
(ns) (ns) (ns) (ns} (ns} (ns)
lobs = 440 nm
Mélange eau—glycérol 15,4 13,8 1,10 148 13,6 1,07 13,8 14,9 1,01
Robs =460 nm
Mélange eau—éthanol 14,8 15,1 0,98 14,6 15,3 0,97 15,4 14,9 1,01
Mélange eau-glycérol 158 14,2 1,10 15,4 13,4 1,11 140 12,9 1,02
Aoks = 480 nm
Maélange eau—éthanol 15,7 15,1 1,03 14,9 15,2 0,98 15,6 14,9 1,01
Mélange eau—glycérol 174 140 1,22 16,1 13,5 1,14 14,1 13,0 1,02
Aobs = 500 nm
Meélange eau—é&thanol 15,5 15,0 1,03 14,4 15,3 0,96 15,6 15,0 1,01
Mélange eau-glycérol 156 13,9 1,11 153 13,4 1,10 13,9 12,7 1,02
Aobs = 520 nm
Mélange eau—éthanol 15,3 15,2 1,01 15,3 15,6 0,99 15,6 15,0 1,01
Mélange eau—glycérol 16,1 140 1,13 15,5 13,6 1,10 14,1 12,8 1,02
Aobg = 540 nm
Mélange eau—éthanol 17,5 14,8 1,16 14,8 15,4 0,97 15,4 14,7 1,01
Mélange eau—glycérol 156 13,9 1,11 15,2 14,1 1,06 13,7 13,4 1,00
lobs = 560 nm
Mélange eau-éthanol 15,3 153 1,00 148 149 0,99 14,9 14,8 1,00
Mélange eau~glycérol 154 14,0 1,09 157 13,9 1,09 13,9 13,3 1,01
37221F4 + 2.{4372 TR TFs + (AzclJzTRz + ng )1'37]:‘2 + 2ATR(721'3 -— CT‘TR)TF +
+ (A%r3 — C1r2)rp? =0 (7)
avec
A=1+wigT, T1=Th — Ty
B=1+ wry? Ty = (1p — TR) ™R
C=1+w?r,? T3 = TR~ Tm>

Dans le Tableau 6 nous avons rassemblé les valeurs de o obtenues dans
le cas de l’atébrine pour chacune des longueurs d’onde examinées aux
fréquences de modulation 30 et 18 MHz. Pour obtenir ces valeurs, nous
avons tout d’abord calculé 7y en prenant rgz = 12,0 ns et en résolvant 1’éqn.
(7). La valeur moyenne de 7y est alors 2,1 * 0,8 ns. Nous avons ensuite calculé,
a Yaide de 1’éqn. {6), la valeur de « pour chaque longueur d’onde.
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TABLEAU 5

Valeurs des différentes constantes de désactivation déterminées dans le cyclohexane, dans
le mélange eau—éthanol et dans le mélange eau—giycérol

SAA ACMA BCMA Atébrine
Epx1078 (s
Dans le cyclohexane - 16 5,6 6,2
R X107 7 (s
Dans le mélange eau—éthanol 6,6 5,5 8,1 10,3
Dans le mélange eau—glycérol 7,4 6,1 7,1 8,3
(kp+ k) x 1078 (s7Y)
Dans le mélange eau—glycérol 20 2,9 7,1 4.8
TABLEAU 6

Valeurs de o obtenues pour ’atébrine par résolution des égns. (6) et (7)

v (MHz) a
460 nm 480 nm 500 nm 520 nm 540 nm 560 nm 575 nm

30 0,45 0,25 0,18 0,15 0,12 0,11 0,10

?

18 0,44 0,26 0,18 0,15 0,14 0,11 0,10

Les calculs ont été effectués en prenant 7 = 12,0 ns et 7p = 2,1 ns.

Connaissant les différentes valeurs de o on peut décomposer le spectre
de fluorescence obtenu sous régime stationnaire en fluorescence émise par
I’état F et en celle émise par 1’état R (Fig. 4).

Sur les Figs. 5 et 6 sont représentés les spectres obtenus de facon
similaire pour le BCMA et ’TACMA. Les résolutions de spectre ont été effec-

10}
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Fig. 4. Résolution du specire de fluorescence de V'atébrine dans le mélange eau—glycérol
(unité d’intensité arbitraire) en fluorescence émise par 1’état F et en celle émise par I’état R.
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Fig. 5. Résolution du spectre de fluorescence du BCMA dans le mélange eau—glycérol
(unité d’intensité arbitraire) en fluorescence émise par I’état F et en celle émise par1’état R.

10
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Fig. 6. Résolution du specire de fluorescence de ’ACMA dans le mélange eau—glycérol
(unité d’intensité arbitraire) en fluorescence émise par I’état F et en celle émise par 1’état R.
La résolution a été effectuée sans tenir compte de la structure du spectre,

tuées en utilisant pour 7y et 7§ les valeurs respectives de 14,0 et 1,5 ns pour
le BCMA, et de 16,5 et 3,4 ns pour ’ACMA.

Comme 7 = 1/(kg + kyr), on peut pour chaque composé calculer la
somme des constantes de désactivation de 1’état F dans le mélange eau—
glycérol.

Dans le Paragraphe 3.1 nous avons émis I’hypothése que la fluorescence
est émise par un état de type F lorsque le solvant utilisé est le cyclohexane.
La mesure de la durée de vie de la fluorescence des différents produits (7¢ =
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6,2 ns pour ’ACMA, 7 = 1,8 ns pour le BCMA et 7 = 1,6 ns pour ’atébrine)
permet de calculer la valeur de kg dans ce solvant.

L’ensemble de ces résultats figure dans le Tableau 5. Il apparait dans le
cas de ’atébrine que la valeur de kg dans le cyclohexane est supérieure a celle
de kg + Rgr dans le mélange eau—glycérol. Ceci indique que kg est fonction
du solvant utilisé et en particulier de la nature des interactions soluté—solvant.

3.3.2. Résultats obtenus pour la 9AA dans le mélange eau—glycérol

Les valeurs de 7,, 7,, et m/cos ¢ sont rassemblées dans ie Tableau 4 et
leurs variations en fonction de la fréquence de modulation et de la longueur
d’onde d’observation différent de celles obtenues pour les autres composés.

En effet, pour une fréquence de modulation donnée, les valeurs de
To» Tm €t m/fcos ¢ sont pratiquement indépendantes de la longueur d’onde
d’observation. En outre, quelles que soient la fréquence de modulation et 1a
longueur d’onde d’observation 7, > 1, et m/cos ¢> 1.

Ces résultats sont caractéristiques du cas ol la fluorescence est émise
par un seul état (R) peuplé par I’intermédiaire d’un autre état (F) directement
excité par absorption lumineuse (éqns. (3), (4) et (5), cas o = 0).

Lorsque la 9AA est dissoute dans un mélange eau—glycérol, le réarrange-
ment des molécules de solvant aprés excitation a le temps de s’effectuer
avant que ’émission de fluorescence n’intervienne.

Les valeurs de 7,4 et 7, figurant dans le Tableau 4 permettent de calculer
par les formules (3) et (4) avec o = 0 les durées de vie des deux états F et R.
Ainsi pour les trois fréquences 30, 18 et 6 MHz on obtient respectivement
T»=0,2 ns et 7, =14,0 ns, TF-05 ns et 7R =136 ns, 7x=0,7 ns et TR =
13,0 ns, soit les valeurs moyennes 7= 0,5 £ 0,3 ns et 74 =13,5 + 0,5 ns.
On peut alors déterminer la somme des constantes de désactivation des deux
états I et R de la 9AA dans le mélange eau—glycérol (Tableau 5).

3.3.3. Résultats obtenus dans le mélange eau—éthanol

Pour chaque composé étudié dans le mélange eau—éthanol, les valeurs
de 7, et 7, sont voisines et pratiquement constantes quelles que soient la
fréquence de modulation et lalongueur d’onde d’observation. Par conséquent,
la valeur de m/cos ¢ est toujours proche de 1’'unité, Ceci veut dire que, dans
les conditions expérimentales, les valeurs de 7, et 7,, mesurent, pour chaque
composé, la durée de vie de I’état responsable de la fluorescence.

Ces résultats sont a priori caractéristiques du cas ou la flucrescence est
émise par un seul état directement excité (éqns. (3), (4) et (5) avec o = 1).
Or nous avons supposé au Paragraphe 3.1 qu’en fait 1’état responsable de la
fluorescence est un état de type R.

Les résultats obtenus par fluorimétrie de phase semblent donc en
contradiction avec ’hypothése émise. Nous allons montrer que tel n’est pas
le cas.

En effet, lorsque la constante de vitesse kgg est trés grande (cas du
mélange eau—éthanol) la probabilité d’émission de fluorescence a partir de
I’état F est quasiment nulle. Les relations (3) et (4) deviennent
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7+ 7R
To= T 3 (39
1 — w’reTR

Tm = (TR% + 75% + W2Ts2TR?) 12 (4")

Pour les composés étudiés les interactions soluté—solvant dans le
meélange eau—éthanol sont du méme type que celles intervenant dans le
mélange eau—-glycérol [1, 2]. Par conséquent, les valeurs de &y et kg doivent
peu varier d’'un mélange a l’autre.

Par contre, a cause de la forte augmentation de kgg, la valeur de 7¢ =
1/(kr *+ kpr) dans le premier solvant devient trés inférieure a la valeur de
7r dans le second. Il s’ensuit que dans le mélange eau—éthanol 7 peut étre
négligé devant 7.

En outre, lorsque 7 < 20 ns et 7 < 1,5 ns et pour les valeurs de w
utilisées au plan pratique on a

2 2

(A)szTR <1 wZTF TR2 < TR

Les formules (3') et (4') deviennent donc 7, = T et 7., = Tg.

On congoit donc que dans nos conditions expérimentales, en raison des
valeurs respectives de 7y et 7y et de la limite de sensibilité de 1’appareil, la
mesure permet de déterminer directement 7 =7, = 7,, = 1/kg.

Les différentes valeurs figurant dans les Tableaux 1 - 4 mesurent donc la
durée de vie de fluorescence de 1’état relaxé dans le mélange eau—éthanol.

La valeur moyenne obtenue pour chaque composé est 7 = 15,2 £ 0,5 ns
pour la 9AA (15,4 ns dans l’eau a pH=12,7 [18]), 7= 18,3 £ 0,5 ns pour
PACMA (18,7 ns dans le méthanol {19}), 7 = 12,3 + 0,5 ns pour le BCMA et
7= 9,7 * 0,5 ns pour ’atébrine (6,9 ns dans le méthanol [19]).

A partir de ces valeurs moyennes on peut calculer, pour chaque composé,
la valeur de ki (somme des constantes de désactivation de 1’état R) dans le
mélange eau—éthanol. Les résultats figurent dans le tableau récapitulatif
(Tableau 5). Il est a noter que pour chaque molécule la valeur obtenue est
voisine de celle calculée pour le mélange eau—glycérol.

4. Conclusion

L’étude des durées de vie apparentes de la 9AA, de ’'atébrine et de deux
de ses dérivés mesurées par fluorimétrie de phase dans un solvant visgqueux
(mélange eau—glycérol) permet de mettre en évidence une réorientation des
molécules de solvant autour de la molécule de soluté aprés excitation provo-
quant une stabilisation de 1’état excité du fluorophore.

Ce processus peut étre analysé en faisant intervenir deux états excités
du fluorophore. Pour le premier état F, la solvatation du soluté est identique
a celle de 1'état fondamental. Pour le second état R, la solvatation du soluté
est différente de celle de 1’état fondamental. L’état R est donc peuplé par
I’intermédiaire de I’état F. Les durées de vie apparentes mesurées par fluori-
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métrie de phase sont alors fonction des durées de vie 7 et T de ces deux
états. Cependant, les valeurs mesurées permettent de calculer 7r et 7 ainsi
que la participation de la fluorescence émise par chacun des deux états a la
fluorescence totale.

Les résultats obtenus au cours de cette étude laissent apparaitre la
limite de la technique utilisée, En effet, lorsque la constante de vitesse kggp
de la transformation de I’état F en 1’état R est trés supérieure a la somme des
constantes de vitesse des divers processus de désactivation de 1’état F (cas du
meélange eau—éthanol) 7 devient négligeable devant 7g. La fluorimétrie de
phase permet alors de mesurer Tg mais ne permet pas de mettre en évidence
le phénomeéne intervenant dans 1’état excité.
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