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Risum6 

Les durges de vie de fluorescence apparentes de l’amino-9 acridine, de 
l’atkbrine et de deux de ses homologues (l’amino-9 mkthoxy-2 chloro-6 
acridine et le n-butylamino-9 m&thoxy-2 chloro-6 acridine) ont &IS mesur&es 
par fluorimetrie de phase, dans un solvant visqueux (mhlange eau-glyckol) 
et dans un solvant peu visqueux (mklange eau-hthanol). Les r&ultats obtenus 
font appara’itre une r&orientation des mokules de solvant autour de la 
molkcule de soluti apr&s excitation provoquant une stabilisation de l’&at 
excith du fluorophore. 

En milieu visqueux, la fluorescence de l’athbrine et de ses deux d&iv& 
peut &re consid&e comme kmise simultan&ment par deux iStats F et R dont 
le second (R) est peuplg par l’intermkdiaire du premier (F). La durk de vie de 
ces deux &tats a et& d&ermin& pour chaque compos8. Le spectre de fkuo- 
rescence obtenu sous tigime stationnaire a 15tk r&olu en la fluorescence 
Gmise par chacun des deux &tats. 

Dans ce meme milieu, la fluorescence de l’amino-9 acridine n’est &mise 
que par un &at de type R. Cependant, le processus est suffisamment lent 
pour &re d&e16 par fluorim&rie de phase. La dunk de vie de fluorescence 
de chacun des deux Btats a et4 d&ermirGe. 

En milieu de plus faible viscositk la fluorescence des quatre compost% 
n’est Bmise que par un &at de type R et le processus est trap rapide pour Gtre 
d&e% par fluorim&.rie de phase. Les mesures ne permettent, alors, que de 
dhterminer la duri5e de vie de fluorescence de l’ktat R. 

The apparent lifetimes of 9-aminoacridine, of atebrin and of two of 
its derivatives (9-amino-2-methoxy&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 resultats expos& dans des publications precedentes [l, 21 ont 
permis de tipartir les interactions solutk-solvant de derives de l’amino-9 
acridine en trois classes: (1) les interactions faisant intervenir la polaritk et la 
polarisabilitk des molkules de solvant et de soluti; (2) les interactions 
provenant de la formation de liaisons hydrogene pour lesquelles l’atome 
d’azote pyridinique joue le rele d’accepteur de proton et la mol&ule de 
solvant celui de donneur de proton; (3) les interactions provenant de la 
formation de liaisons hydrog&ne pour lesquelles le groupement amino joue le 
rXe de donneur de proton et la molecule de solvant celui d’accepteur de 
proton. 

L’utilisation du formalisme de Kamlet et al. [3] permet de determiner 
l’influence de chaque type d’interaction sur la position des spectres Qlectroni- 
ques. Ainsi l’ktude comparative des d&placements des spectres d’absorption 
et de fluorescence dans divers solvants peut s’interpr&ter par des diffbrences 
de solvatation entre l’etat d’kquilibre fondamental et l’htat d’equilibre excite 
des amino-9 acridines [ 1, 23, c’est-a-dire par une reorganisation des molecules 
de solvant autour de la molecule de solute dans l’htat exciti, entra’inant une 
plus grande stabiliti de cet Qtat. Ce ph&romGne peut &tre decele par fluori- 
metric de phase lorsqu’il s’effectue avec une vitesse comparable a celles des 
divers processus de d&activation de l’etat excite [4 - 61. 

Nous avons done entrepris une etude par fluorimCtrie de phase de 
I’&mission de l’amino-9 acridine (9AA), de l’amino-9 m&thoxy-2 chloro-6 
acridine (ACMA), du n-butylamino-9 methoxy-2 chloro-6 a&dine (BCMA) 
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et du (N,N-di&hylamino-4’ m&hyl-1’ n-butylamino)-9 m&hoxy-2 chloro-6 
acridine (at&brine). Dans cet article, nous pr&entons les &sultats obtenus 
lorsque ces compo&s sont sous forme de mol&ule neutre dans un solvant 
peu visqueux (mklange eau-&hanol) ou dans un solvant plus visqueux 
(melange eau-glyc&ol). 

2. Partie exp&imentale 

La 9AA et l’atibrine sous forxne de chlorhydrate sont respectivement 
des produits Fluka et Merck. L’ACMA et le BCMA ont Qt& synth8tis6s au 
laboratoire du Dr. Pierre Jacquignon de 1’Institut des Substances Naturelles 
de Gif sur Yvette. 

Ces compos& pos&dent plusieurs sites de protonation et selon l’aciditi 
ou la basicit&! du milieu la fluorescence peut &tre Bmise par le dication, le 
monocation, la molbcule neutre ou l’anion [ 7,231. 

L’ACMA est insoluble dans l’eau pure. C’est pourquoi nous avons choisi 
comme solvant peu visqueux un mQlange eau-8thanol (80%:20% en volume). 
Le pH de ce m&lange htait ajusti B une valeur telle que la mol&cule neutre fGt 
la seule forme existante ou pour le mains ptipondhrante dans l’etat Glectro- 
nique fondamental comme dans l’&at exciti [ 7, 81, h savoir, pH 11,2 pour la 
9AA, pH 11 pour 1’ACMA et pH 10 pour le BCMA. Pour l’atibrine lasolution 
6tait ti pH 10,3; 5 ce pH une fraction du composk est proton&e sur l’azote 
porteur des deux groupements 6thyle mais cette protonation ne perturbe en 
rien les spectres &lectroniques ou le rendement quantique de fluorescence de 
la forme mol&ulaire [83. 

Comme solvant visqueux nous avons utilisk un melange eau-glycCro1 
(1X%:88% en volume). Les interactions solut&solvant sont done du meme 
type que celles intervenant dans le m@lange eau-kthanol. En outre les 
mhlanges eau-glyc&rol Gtaient ajust&, goutte & goutte, avec une solution de 
soude 1 N, de fqon h ce que les spectres d’absorption et de fluorescence des 
diffhrents produits fussent identiques & ceux obtenus dans le mhlange eau- 
kthanol. 

Ce sont done les propri&& de la forme mol6culaire des quatre amino-9 
acridines qui ont BtB Btudiees. 

Les spectres de fluorescence ont Bti enregistr& sur un fluorimetre Jobin 
et Yvon 3D, ceux d’absorption sur un spectrophotombtre Uvikon 820. 

Les mesures de fluorim&rie de phase ont 6t15 effect&es sur un appareil 
SLM 4800. Le retard de phase @ et le facteur de dbmodulation 111 Gtaient 
mesur& i 21 + 0,5 “C en utilisant une suspension de glycog&ne comme rkf& 
rence. La densit optique de chaque solution Qtait ajustie ?i 0,l - 0,2 & la 
longueur d’onde d’excitation. Les corrections de r6ponse du photomulti- 
plicateur en fonctitin de la longueur d’onde ont &5 effect&es selon la 
m&hode pr&onis&e par Jarneson et Weber [9]. Des mesures de contrGle ont 
6% r&&&es selon la technique de Spencer et Weber [lo] pour verifier que le 
mouvement brownien de rotation ne modifie pas les grandeurs mesur&s. 
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3. EGsuItats et discussion 

3.1. Influence de la viscmite SW les specfres de fluorescence 
La r&orientation des molkules de solvant autour d’une mokkule de 

solut.4 excit.&e intervient certainement par une suite disc&e d%v&nements 
successifs con&it&s par la Gorientation et le rearrangement de chacune des 
molkcules de solvant impliquges. La fluorescence observke rkulte alors de 
1’6mission 21 partir d’une multitude d%tats stabilisk les uns par rapport aux 
auk-es au fur et & mesure que la relaxation de la cage de solvant se poursuit 
111, 121. Cependant, it est rare que l’on puisse disposer d’informations 
expkrimentales permettant d’utiliser un tel modkle. 11 est done nkcessaire 
de recourir & un deuxi&me mod&e beaucoup moins ambitieux mais compa- 
tible avec la nature des donnkes expbrimentales [ 13 - 161. Dans ce mod&le 
deux ktats excitis seulement sont consid&&. Le premier (sch6matisk par F 
sur la Fig. 1) est responsable de la fluorescence lorsque la relaxation n’a pas 
lieu. Le deuxidme (sch&matid par R sur la Fig. 1) est responsable de la 
fluorescence lorsque la relaxation est totde. 

L’htude thborique effect&e par Lakowicz et Balter 1131 montre que les 
deux mod&es ptivoient h quelques dCtails prks les miZmes types de rbsultats 
lorsque le phbnomene est BtudG par fluorimktrie de phase. 

Sur la Fig. 2 sont rep&sent& les spectres de fluorescence du BCMA 
dans le cyclohexane, dans le glycBro1 i 8 = 5 “C et 8 = 21 “C et dans un 
mhlange eau-kthanol (80%:20% en volume). On constate un glissement vers 
les grandes longueurs d’onde lorsqu’on compare l’effet du premier solvant 

Etat F km \ mat R 

T/I k, kR 

440 480 520 560 L nm 

Fig. 1. Diagramme Bnergetique des Stats non relax6 (&tat F) et relax6 (&at R). 

Fig. 2. Spectres de fliorescence normalis& (unit6 d’intensit6 arbitraire) du BCMA dam le 
cyclohexane (---e-s-), le glyc&oI B 8 =5°C(---),leglyc&ol$~=210C(---)etle 
melange eau-Bthanol(- ). 
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440 410 520 X nm 

Fig. 3. Spectres de fluorescence normalis& (unit6 d’intensite arbitraire) de I’ACMA dans 
le cyclohexane (~~~.~.~ ), le glychol 1 B = 5 “C ( - - -) et le glyc6rol B 0 = 21 “C (- * -). 

a celui du deuxieme puis du troisieme. Ceci est egalement illustr6 dans le cas 
de 1’ACMA sur la Fig. 3 et peut etre interpr&e comme suit. 

Dans le cas du cyclohexane les interactions avec le solute sont pratique- 
ment inexistantes et il para?t raisonnable de supposer que la solvatation de 
1’Qtat excite est identique B celle de l’etat fondamental. La fluorescence est 
alors Qmise par un &at de type F (selon la nomenclature de Lakowicz et 
Balter [ 13 ] ). 

Dans le mClange eau-ethanol, en raison de la faible viscosit6 du milieu, 
la &orientation des molecules de solvant doit Gtre tres rapide. La fluorescence 
est alors emise par un &at de type R (selon la nomenclature de Lakowicz et 
Balter [ 13 J ). 

Dans le glyc&ol, la viscositi est plus &levee et augmente lorsque la 
tempbrature diminue, et la r&orientation des molecules de solvant s’effectue 
a une vitesse plus lente. On peut supposer que certaines molecules de 
fluorophore se d&a&vent & partir d’un &at de type F, d’autres B partir d’un 
&at de type R [4,5]. 

Avant d’examiner les resultats obtenus par fluorimetrie de phase 
quelques rappels thkoriques nous semblent necessaires. 

3.2. Rappels thh-iques 
En fluorimetrie de phase, la fluorescence de l’echantillon excitee par 

une radiation 

I,,(t) = A + B sin wt 

est de la forme 

Iem = A’ + B’ sin(wt - #) 

oti w = 27~ (ZJ 6tant la fr6quence de modulation). 
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En effet, du fait de la duke de vie de 1’6tat excite, la radiation emise 
subit un retard de phase @ et une demodulation m (m = BA/A’B) par rapport 
& la lumiere excitatrice. 

A partir des dews grandeurs observables m et $J on definit deux para- 
metres: 

I$ = L tan Q 
w 

(1) 

1 1 

( 1 

l/2 

Tm=--_?-l (2) 
idm 

Si la fluorescence observee est la superposition de celles emises simulta- 
nkment par deux ktats excit& dont I’un (R) est peuplk par l’intermkliaire de 
l’autre (F) selon un processus schematise sur la Fig. 1, on peut krire [ 13,171 

a7=(1 + 02Ta2) + (1 - QL)(TF + Ta) 
T@ = 

ar(1 + W2Ta2) -t (1 - a)(1 - W%r.Ta) (3) 

Dans les formules (3) et (4) rF et rR sont les durees de vie de fluorescence 
des &tats F et R: 

TF = I/#, + kFR) 

rR = l/ka 

kF et kR reptisentent la somme des constantes de vitesse des d&activations 
(radiatives et non radiatives) des &tats F et R, kFR la constante de vitesse de 
la transformation de 1’Qtat F en l’&at R. Les deux fluorescences des &tats F 
et R pourront &,re examinkes simultanem&!nt si la valeur de kFR n’est ni trop 
grande ni trop faible devant la valeur de kp. 

a (= &/(lF + IR)) est un paramstre qui mesure la contribution de l’etat 
F a la fluorescence totale obseke B une longueur d’onde dorm&e. Sa valeur 
ne depend que de la longueur d’onde d’observation. 

Dans la pratique on Ctudie souvent le rapport m/cos t$ qui permet de 
comparer les grandeurs directement observables. Dans le cas qui nous intkresse 
(Fig. I), il s’exprime [13,17] 

m 1 + o!%27$ 
-= 
cos $ ow*ra(rF + ra) + (1 - ti2r&) 

(5) 

L’Btude des trois fonctions 74, To et m/cos &J en fonction de w et CY 
permet de pr6voir leurs sens de variation avec la f&quence de modulation 
d’une part et la longueur d’onde d’observation d’autre part. Les principaux 
r&ultats obtenus sont 1171 les suivants: (i) du c6t6 des courtes longueurs 
d’onde (pour LY > rr/ra), r# < rm, m/cos #< 1 et TV et T, diminuent lorsque 
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la frequence de modulation augmente; (ii) du c&k des grandes longueurs 
d’onde (pour cu -C rr/rx), TQ > TV, m/cos 6 > 1 et rQ et 7, augmentent lorsque 
la fr6quence de modulation augmente; (iii) enfin lorsque Q = rF/rR on a 
r$) = rm = rR et m/cos 4 = 1 quelle que soit la friquence de modulation. 

3.3. Rkdtats obtenus par fluorime’trie de phase 
Dans les Tableaux 1 - 4 sont rassembles les resultats obtenus par fluori- 

metric de phase. Dans chaque tableau.figurent les valeurs de Q,, r,,., et m/cos $I 
mesurGes pour un produit donn6 dans les melanges eau-ethanol et eau- 
glycerol a trois frdquences de modulation et A differentes longueurs d’onde 
d’observation. 

TABLEAU1 

Valeur des dunks de vie apparentes del'ACMA mesureespar fluorim&rie dephasedans 
lesm6langeseau-Bthanoleteau-glycerol 

v=3OMHz u=fBMHt v=6MHz 

qJ Trn m/cos$5 r($ r?n mlcosQ re 7, m/cos 4 

(ns) t-) (=I (ns) (ns) (ns) 

A ,b,=440nm 
M%urgeeau-glycerol 

A cbs=460nm 
MBlangeeau-ethanol 
MBlange eau-glycerol 

h ,-,t,,=480 nm 
MBlange eau-i%thanol 
MQange eau-glycerol 

h ,,=500 nm 
Melange eau-ethanol 
Melange eau-glycerol 

x ,bs=520nm 
Mglangeeau-&hanok 
Mglange eau-glyc&ol 

x 0bs'540nm 
Melange eau-i%hanol 
MBlange eau-glyckol 

Xobs=560 nm 
M&nge,eau--&than01 
Melange eau-glycerol 

x ohs= 575nm 
Melange eau-ethanol 
MOlange eau-glyc&ol 

4,8 11,4 0,57 795 

17,2 18.1 O,95 18.8 
10,3 15.7 0.70 13.2 

18,2 17,8 1.02 18,l 
18,l 17.8 1.02 17,7 

17,9 18,2 0,99 17,5 
20.1 18.0 1,ll 18,7 

19.0 18.6 1,02 19,2 
21,l 17,8 1,17 19,8 

18.5 18,2 1,02 18,7 
22,7 17.8 1,26 20,3 

18,6 18.1 1,03 17,9 
20,4 17,2 1.17 19,7 

18,8 18.4 1,02 19,2 
24,7 16.6 1,45 19,4 

13,5 0,72 11,5 14,8 0,95 

17,4 1,06 18,5 18,l 1,Ol 
16,l 0,86 15,5 15,9 0.99 

18,3 0,99 18,7 18,2 1,Ol 
16,9 1,04 16,8 16,l 1,Ol 

17,9 0,98 17,s 17,5 1,Ol 
17,0 1,08 17,l 16.2 1,02 

18,3 1,04 18,6 17,9 1,Ol 
17.0 1,13 17,7 16,5 1,02 

17,9 1,04 18,5 17,8 1,Ol 
17,O 1,16 

18,3 0,98 18,7 18.3 1,Ol 
17,0 1,13 

18.2 1,04 18.6 18,l 1,Ol 
17,0 1,ll 
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TABLEAU 2 

Valeur des durbes de vie apparentes du 3CMA mesurks par fluorim&rie de phase dans 
les mQlanges eau-6thanol et eau-glycerol 

or= 3OMHz v= 28MHz v=6MHz 

25) :KS, 
mlcos~ To rm mlcosqb re r, m/cos @ 

(ns) (-1 (ns) (ns) 

A obr = 460 nm 
M6lange eau-glyckol 5,5 11.9 0,59 8,2 12,4 0.79 12,5 14,5 0,97 

h Obs = 480 nm 
MiSlange eau-bthanol 11,4 11,6 0,99 11,6 l2,3 0,96 12,3 12,s 0.99 
Mglange eau-glycbrol 11,5 14,l 0,84 12,s 13,7 0,96 14,0 13,9 1,oo 

&bs= 500nm 
MBlange eau-Ethanol 12,6 11,9 1,05 12,2 l2,l 1,Ol 12,6 12.8 1,OO 
Mblange eau-glyc6rol 14,6 14,4 1,Ol 14,4 13,s I,03 14,5 13,9 1,Ol 

x ohs = 520 nm 
MBlange eau-glycbrol 16,s 14.5 1,14 15,0 13,9 1,06 14,7 14,o 1,Ol 

h obS = 540 nm 
MGlange eau-gIyc&ol 17,3 X4,2 1,19 15.9 13,s 1,ll. 15,O 14,2 1,Ol 

A obS= 560 nm 
Melange eau-&than01 13,o 11,7 1,09 12,5 12,5 1,00 12,6 12,9 1,00 
MBlange eau-glyckol 17.4 14,5 1,18 16,4 14,l 1,12 14,7 13,9 1,Ol 

h ObS = 575 nm 
Melange eau-gIyckro1 20,9 14,l 1,43 16,l 14,7 1,07 14,4 13,6 1,Ol 

3.3.1. R&ultats obtenus dans ie me’lange eau-glyc6roIpour I’ACMA, le 
BCMA et l’ate’brine 

Lorsque pour une fr6quence de -modulation fix&e on augmente la 
longueur d’onde d’observation on constate que la valeur de 7, cro’it de meme 
que celle de 7, bien que de fqon moins sensible (Tableaux 1 - 3). 

Par ailleurs, du cM des courtes longueurs d’onde Q, < 7, et m/cos $J < 1 
quelk que soit la frkquence de modulation utilis6e. En outre, T$, T,,, et 
m/cos $ diminuent lorsque cette m&me frequence augmente. 

Au contraire, du c&k des grandes longueurs d’onde d’observation 

r$l> 7, et m/cos @ > 1 quelle que soit la ftiquence de modulation utiliske. 
En outre, Q, 7, et m/cos # augmentent avec cette mGme fr6quence. 

Ces observations sont en accord avec Zes prkvisions theoriques concer- 
nant 1’6mission simultake de deux ktats F et R dont l’un (R) est peupl6 par 
l’intermediaire de l’autre (F). 

La prkence de glyc&ol a pour effet d’augmenter la viscositk du milieu 
et de diminuer la vitesse du rearrangement des molkcules de solvant apr& 
excitation. Parmi les mokules de fluorophore une parkie fluoresce avant 
que la stabilisation de l’htat excite ne soit effective tandis que l’autre partie 
fluoresce apr&s stabilisation. 
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TABLEAU3 

Valeur des durGees de vie apparentesdel'at8brine mesur&espar fluorim&rie de phasedans 
les m&hinges eau-ethanolet eau-glyc6rol 

Y = 30 MHz v= 18MHz v=6Mffz 

m/cos@ 7@ T?n mlcos$ m/cosQ 

tns) ( W 

bbs=460 nm 
MBlangeeau-glyckol 

LuS=480 nm 
Mclangeeau-&than01 
Melangeeau-glyc&ol 

x ObS= 500nm 
Mi?lange eau-Qthanol 
Mclangeeau-glycdrol 

h ,b,=520 nm 
Mllangeeau-+thanol 
Melange eau-glyc&ol 

x &s=54O nm 
MBhngeeau-ethanol 
MCSangeeau-glyc&oI 

&hS = 560 nm 
MBiangeeau-glycerol 

x &s" 575nm 
MMangeeau-&hanol 
MWtngeeau-glyc&ol 

$78 9,2 0,67 694 IO,2 O-81 86 11,2 0,97 

9.1 10.0 0,93 
8,7 11.2 032 

897 
979 

9,3 0,97 9,3 10,2 0,99 
11,7 0,90 11,O 11,6 0,99 

9,8 8,9 1.07 934 
11,6 12,l 0,9'7 1x,9 

9,4 I,00 
12,O 0,99 

9,7 9,9 I,00 
l1,9 11,9 I,00 

10,l 10.1 1,oo 
13,9 12,2 1,12 

10,l 108 0.96 9.8 10.3 0,99 
12,8 12,2 1,03 12.3 11,6 1,Ol 

997 9,2 1,04 9.8 9,6 1.01 10,o 9,8 1,oo 
16.3 12,3 1,28 13,4 l2,4 I,95 12,4 11.8 I,01 

17,8 12,6 1,36 14,4 126 1,lO 12,5 11,9 1,Ol 

9.6 9,l 1,04 994 
189 12.7 1,43 14,9 

9,7 0,98 
12,s 1,13 

93 9,8 1,oo 
12,9 11>7 1,02 

Pour chacun des trois produits consid&& il existe une longueur d’onde 
(voisine de 480 _ 500 nm) pour laquelle T# et 7m sont bgaux (et ~/COB Q, = I) 
et garde& une valeur con&ante quelle que soit la frkquence de modulation 
utilisee. L’btude des variations des fonctions TII et T, montre que cette 
longueur d’onde est celle pour laquelle 0L = TF/rR et qu’alors rG = r, = rR 

E171. 
Les r&&tats des Tableaux 1 - 3 permettent done de d&duire la dunk de 

tie de fluorescence de l’ktat stabSis par la reorientation des mokules de 
soh!ant. Les valeur approximatives sont rR = 16,5 ns pour l’ACMA, rR = 14,0 
ns pour le BCMA et rR = 12,0 ns pour l’atibrine. On peut alors pour chaque 
compos6 cakuler la valeur de kR dans le rrklange eau-glyckrol (Tableau 5). 

Les valeurs de 7n 6tant d&erminbes, on dispose de deux 6quations (eqns. 
(3) et (4)) comportant, pour une frequence de modulation et une longueur 
d’onde d’observation donn&es, deux inconnues ar et TV qui peuvent done Gtre 
calcul6es. Ces deux equations peuvent se mettre sous la forme 
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TABLEAU 4 

Valeur des &w&s de vie apparentea de la 9AA mesur&zs par fluarim&rie de phase dans 
les melanges eau-Btlanol et eau-glycbrol 

h gJbs = 440 nm 
MAange eau-glyc&ol 

h ebS = 460 nm 
M&lange eau-Ethanol 
Midange eau-gIyc&oI 

A ebs = 480 nm 

M6lange eau-&harm1 
M&tnge eau-glyc&wl 

h obS = 500 nm 
Melange eau-Ethanol 
MBlange eau-gIyc&ol 

h 0bS = 520 nm 

Melange eau-Ethanol 
MClange eau-glyc&ol 

x obS = 540 am 
Mklange eau- Ethanol 
MBlange eau-glyc&ol 

h ot,a = 660 nm 
MBlange eau-ethanol 
MBlange eau-glyckol 

15,4 13,8 1,IO 14,9 136 1,07 

14,a 15,1 0,98 14.6 15,3 0,97 
X5,8 14.2 1,lO 15,4 13,4 1,ll 

15,7 15,l I,03 14,9 15.2 0,98 
17,4 14,0 I,22 161 13,5 1,14 

155 15.0 1,03 14,4 x5,3 0,96 
15,6 13,9 1.11 x,3 13,4 1,lO 

15,3 15,2 1,Ol 15,3 15,5 0,99 
161 14.0 1,13 15,5 13,6 1,lO 

17,5 14,8 I.16 X4,8 15,4 0,97 
15,6 13,9 I,11 x5,2 14.1 3,06 

13.9 14,9 1.01 

15,4 14,9 1,Ol 
14.0 12,9 1,OZ 

15,6 14,9 I,01 
14,l x3,0 1,02 

15,6 l5,O 1,Ol 
13-9 12,7 1,02 

15,6 15,O 1,Ol 
14,l 12,8 X.02 

15,c 14,7 1,Ol 
13.7 13.4 1,OO 

X4,9 14,8 1,OO 
13,9 13,3 1,oi 

f (A2Tg - cg)Tg = 0 (7) 

avec 

Darts le Tableau 6 nous avons rassemblQ Ies valeurs de cy obtenues dans 
Ze cas de 1’atGbrine pour chacune des longueurs d’onde examikes aux 
frkquences de modulation 30 et 18 MHz. Pour obtenir ces valeurs, nous 

avons tout d’abord cakulk rF en prenant r R = 12,O ns et en r&olvant l%qn. 
(7). La valeur moyenne de rF est; alors 2,l f 0,8 ns. Nous avons ensuite cakul& 
& L’aide de 1’Bqn. (6), la valeur de cu pour chaque longueur d’onde. 
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TABLEAU 5 

Vateurs des differentes con&antes de d&activation determindes dans le cycbhexane, dans 
le melange eau-khan01 et dans le melange eau-glycerol 

9AA ACMA BCMA Atkbrine 

k*X 1w8 (s-l) 
Dans le cyclohexane - 196 5,6 6,2 

kR x 10-T (s-1) 
Dans le miSlange eau-Ethanol 6.6 5.5 391 10,3 

Dans le melange eau-glyckrol 7.4 691 791 8,3 

(kF + km) x 10-s (s--r) 

Dans le melange eau-glycerol 20 298 791 48 

TABLEAU 6 

Valeurs de cr obtenues pour 1’attSbrine par rikolution des tins. (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,ll 0,lO 
18 0,44 0.25 0,18 0.15 0,14 0,11 0,lO 

Les cakuls ant 6th effe&u& en prenant rR = 12,O ns et rF = 2,1 ns. 

Connaissant les diffgrentes valeurs de LY on peut dkomposer le spectre 
de fluorescence obtenu sous rkgime stationnaire en fluorescence 6mise par 
l’ktat F et en celle 6mise par 1’6tat R (Fig. 4). 

SW les Figs. 5 et 6 sont reprhentis les spectres obtenus de faGon 
similaire pour le BCMA et I’ACMA. Les rkolutions de spectre ont &k effec- 

15 - 

440 4.0 520 

Fig. 4. RBsolution du spectre de fluorescence de l’at&rine dans le melange eau-gly&rol 
(unite d’intensite arbitraire) en fluorescence Bmise par 1’Btat F et en celle Gmise par l’i%at R. 



440 480 520 560 A nm 

Fig. 5, Rholution du spectre de fluorescence du BCMA dans le mhlange eau-glyc&oI 
(unit6 d’intensitk arbitraire) en fluorescence &mise par l’ktat F et en celle 6mise par 1’6tat R. 

440 450 320 560 A nm 

Fig. 6. RBsolution du spectre de fluorescence de I’ACMA dans le mglange eau-glyc8rol 
(unit& d’intensitB arbitraire) en fluorescence iSmise par l’dtat F et en ceIle Bmise par 1’8tat R. 
La r&ha tion a BtB effectuh sans tenir compte de la structure du spectre. 

t&es en utilisant pour rR et 73 les valeurs respectives de 14,O et 1,5 ns pour 
le BCMA, et de 16,5 et 3,4 ns pour I’ACMA. 

Comme rF= l/(k, + kFR), on peut pour chaque composb calculer la 
somme des con&antes de d&activation de l’&tat F dans le mklange eau- 
glyc&ol. 

Dans le Paragraphe 3.1 now avons bmis 1’hypothGse que la fluorescence 
est 6mise par un &at de type F lorsque le solvant utilisg est le cyclohexane. 
La mesure de la dude de vie de la fluorescence des diffbrents produits (7~ = 
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6,2 ns pour i’ACMA, TF = 1,8 ns pour le BCMA et TF = 1,6 ns pour l’atkbrine) 
permet de calcuier ia valeur de kF dans ce soivant. 

L’ensembie de ces &sultats figure dans ie Tableau 5. Ii appara’it dans ie 
cas de l’atibrine que la vaieur de kF dans ie cyclohexane est supkrieure & celle 
de k3 + kFR dans le mklange eau-giyc&oi. Ceci indique que k, est fonction 
du solvant utilisi! et en particulier de la nature des interactions soluti-soivant. 

3.3.2. R&mltats obtenuspour la 9AA duns le me’lange eau-glyce’rol 
Les valeurs de r+, 7, et m/cos I$ sont rassembks dans le Tableau 4 et 

leurs variations en fonction de la frkquence de modulation et de la longueur 
d’onde d’observation diff&ent de celles obtenues pour les autres composk 

En effet, pour une frequence de modulation don&e, les valeurs de 

Q, Trn et m/cos 4 sont pratiquement indkpendantes de la iongueur d’onde 
d’observation. En outre, quelles que soient la frkquence de modulation et la 
iongueur d’onde d’observation r+, > r,.,, et m/cos 4 > 1. 

Ces rksultats sont caractzkistiques du cas oh la fluorescence est kmise 
par un seul itat (R) peuplk par i’intermediaire d’un autre &.at (F) directement 
excite par absorption lumineuse (bqns. (3), (4) et (5), cas & = 0). 

Lorsque la 9AA est dissoute dans un m&nge eau-giyc&oi, le r&rrange- 
ment des moikzules de solvant apr& excitation a le temps de s’effectuer 
avant que 1’Bmission de fluorescence n’intervienne. 

Les valeurs de T@ et 7, figurant dans le Tableau 4 permettent de calcuier 
par les formules (3) et (4) avec cy = 0 ies durhes de vie des deux Btats F et R. 
Ainsi pour les trois ftiquences 30, 18 et 6 MHz on obtient respectivement 
73 = 0,2 nS et 7~ = 14,0 nS, TF = 0,5 IIS et TR = 13,6 IIS, rF = 0,7 nS et 7~ = 

13,0 nS, soit ies valeurs moyennes rF = 0,5 + 0,3 ns et TR = 13,5 + 0,5 ns. 
On peut alors dhterminer la somme des con&antes de d&activation des deux 
&tats F et R de la 9AA dans le melange eau-giyckoi (Tableau 5). 

3.3.3. Rtfsultats ob tenus dam le me’kwge eau-dthanol 
Pour chaque compok Btudii? dans ie mkmge eau-Qthanoi, les valeurs 

de rQ et 7, sont voisines et pratiquement con&antes quelles que soient la 
ftiquence de modulation et la iongueur d’onde d’observation. Par consequent, 
la valeur de m/cos @ est toujours proche de l’unitk. Ceci veut dire que, dans 
ies conditions experimentales, les valeurs de T@ et +r,,, mesurent, pour chaque 
compose, la du&e de vie de 1’Ctat responsabie de la fluorescence. 

Ces r6suitat.s sont a priori caractiristiques du cas oti la fluorescence est 
bmise par un seui Qtat directement excitk (hqns. (3), (4) et (5) avec a = 1). 
Or nous avons supposk au Paragraphe 3.1 qu’en fait 1’8tat responsable de la 
fluorescence est un htat de type R. 

Les rksultats obtenus par fluorimktrie de phase semblent done en 
contradiction avec i’hypothke Bmise. Nous allons montrer que tei n’est pas 
le cas. 

En effet, iorsque ia constante de vitesse kFR est t&s grande (cas du 
melange eau-gthanoi) la probabilith d’hmission de fluorescence B partir de 
1’Qtat F est quasiment nuile. Les relations (3) et (4) deviennent 
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TF + TR 

- ‘d2TF7R 

(4’) 

Pour les composks htudiks les interactions solutksolvant dans le 
mhlange eau-Ethanol sont du mQme type que celles intervenant dans le 
melange eau-glyckol [ 1,2]. Par corkquent, les valeurs de kF et kR doivent 
peu varier d’un melange 4 l’autre. 

Par contre, 6 cause de la forte augmentation de kFR, la valeur de rF = 
l/(k, + k,,) dans le premier solvant devient tr& infgrieure & la valeur de 
73 dans le second. 11 s’ensuit que dans le melange eau-&hanol 7F peUt i%re 

nbglige devant 713. 
En outre, lorsque TR < 20 ns et TF < I,5 ns et pour les valeurs de w 

utilikes au plan pratique on a 

Les formules 13’) et (4’) deviennent done rQ = 7R et r, = TV. 
On conGoit done que dans nos conditions expbrimentales, en raison des 

valeurs respectives de rR et TF et de la limite de sensibilitb de l’appareil, la 
mesure permet de dkterminer directement TV = Q = 7, = l/kR. 

Les diffkmtes valeurs figurant dans les Tableaux 1 - 4 mesurent done la 
duree de vie de fluorescence de l’htat relax6 dans le mt$lange eau-&hanol. 

La valeur moyenne obtenue pour chaque compok est 7 = 15,2 f 0,5 ns 
pour la 9AA (15,4 ns dans I’eau 1 pH = 12,7 [US]), 7 = 18,3 * 0,5 ns pour 
I’ACMA (18,7 ns dans le mkthanol [19] ), 7 = 12,3 + 0,5 ns pour le BCMA et 
T = 9,7 + 0,5 ns pour l’atkbrine (6,9 ns dans le methanol [19])_ 

A pa.rtir de ces valeurs moyennes on peut calculer, pour chaque composQ, 
la valeur de k, (somme des con&antes de d&activation de l’ktat R) dans le 
mhlange eau-kthanol. Les tisultats figurent dans le tableau rkcapitulatif 
(Tableau 5). I1 est & noter que pour chaque molkule la valeur obtenue est 
voisine de celle calcul6e pour le melange eau-glyckol. 

4. Conclusion 

L’ktude des durees de vie apparentes de la 9AA, de l’atkbrine et de deux 
de ses d&iv& mesuties par fluorim&ie de phase dans un solvant visqueux 
{mi?lange eau-glyckol) permet de mettre en hvidence une r&orientation des 
molkules de solvant autour de la mokule de solutk apr& excitation provo- 
quant une stabilisation de l’&at exciti du fluorophore. 

Ce processus peut etre analy& en faisant intervenir deux &tats excitis 
du fluorophore. Pour le premier &at F, la solvatation du soluti est identique 
& celle de 1’8tat fondamental. Pour le second &at R, la solvatation du soluG 
est diffkrente de celle de l’ktat fondamental. L’Btat R est done peuple par 
I’internGdiaire de l’&at F. Les du&es de vie apparentes mesurhes par fluori- 
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mktrie de phase sont alors fonction des durkes de vie rF et TR de ces deux 
6tats. Cependant, les valeurs mesurees permettent de cakuler TF et TR ainsi 
que la participation de la fluorescence 6mise par chacun des deux &ats & la 
fluorescence totale. 

Les r&sultats obtenus au tours de cette 6tude laissent apparaltre la 
limite de la technique utilis6e. En effet, lorsque la con&ante de vitesse kFa 
de la transformation de E’Qtat F en I’Gtat R est t&s superieure & la somme des 
con&antes de vitesse des divers processus de d&activation de l’&at F (cas du 
mklange eau-Qthanol) TF devient negligeable devant rR. La fluorimktrie de 
phase permet alors de mesurer r R maiS ne permet pas de mettre en evidence 
le phknomene intervenant dans l’&at excitk. 
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