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L. INTRODUCTION

La Muorescence correspond i une
émission de lumsére (luminescence)
intervenamt & partir d'un éar excité
Electronique d'une substance (généra-
lement singulet), avee conservation de
la multiplicité, pour généralement re-
towrmer & 'état fondamental. Ceqe
transstion entre éats de méme muli-
plicité, qui respecte la régle de spin,
intervient avec une trés forte probabi-
lité, ce qui se traduit par une vilesse
de transition importanie (= 10° 5') &
par conséquent une durde de vie de
fluorescence de 1'ordre des 10 nano-
secondes (typiquement entre 107" et
10 5).

La fluorcscence se distingue de
Pautre émission lumineuse, la phos-
phorescence, qui correspond 4 une
transition entre états de multiplicités
différentes. généralement & partir d'un
€tat triplet, et ne respectant pas la régle
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de spin. D¢ ce fait, elle intervient avec
une faible probabilité, soit une vilesse
de transition kente (= 1010 s'') et par
conséquent unc durde de vie de phos-
phorescence entre la milliseconde ot
quelques secondes,

L'observation de la fluorcscence,
[@nt en excilation continue, qu’'en ex-
citation pulsée on modulée nécessite
une instrumentation spécifique (le lec-
teur pourra se référer & I'ouvrage de
Lakowicz, 1999, pour des informa-
tions sur les dquipements el les meé-
thodes de mesure). De plus, son ob-
servation ¢st souvent couplée & des
équipements en microscopic de fluo-
rescence, ce qui en fait son grand inté-
rét pour des visualisations & 1'échelle
submicrométrique  (Dumas et al.,
20010 Valer, 2002).

Si la fluorcscence a depuis long-
lemps &é décrite el appliquée, il est
certain que ses applications récentes
sont multiples et son imérét ne cesse
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d'augmenter dans un nombre considé-
rable de domaines (Wolfbeis, 199]:
Valeur, 2002),

Pour décrire la fluorescence, nous en
ferons d'abord un bref historique pour
ensuite en rappeler son origine en
considérant les différents diats " éner-
gie d'une molécule, les conditions de
Fabsorption  photonique  (interaction
humidre-matiére, loi d'absorption.. ) et
bes dhflérents étus excités (singulet o
riplet). Puis nous définirons bes (rois
principales caractéristiques de la fluo-
reseence: kb longuenr  donde  de
I"émission {ou fréquence. ie., résolution
spectrale), ln durde de vie de 'éat
excité  responsable  de  |'émission
{résolution temporelle) et le rendement
quantique de fluorescence qui traduit
Iefficacité de I'émission au regand de la
quantité de photons absorbés, en met-
tant "accent sur leur variation en fonc-
ton des paramétnes  d'environnement,
Enfin, pour argumenter la potentialité
de la Auorescence comme méthode ana-
Iytique et ses ddveloppements en termes
de capteurs photophysiques, apris avoir
défini des cnitbres de choix des traceurs
Meorescents, nous  citerons  quelques
exemples d'applications se référamt 3
nos propees dudes.

Cetie présentation, qui est destinée
4 une compréhension de base de la
Muorescence, a &é Eaborde en tiram
parti de nombreux ouvrages et plus
particuliérenent de ceux de Calvert et
Pitts, 1966, Lakowicz. 1999 e1 Valeur,
2002, Elle est aussi le fruit d'un en-
seignement de longue date & divers
publics, en particulier & ceux relevant
des hiosciences, et surtout elle est ba-
sée sur notre propre activitéd de re-
cherche pour le développement de la
fluorescence comme méthode optigue

de caractérisation de milieux com-
plexes.

2. ORIGINE
DE LA FLUORESCENCE

2.1. Historigue

Les deux luminescences, fuo-
rescence ¢f phosphorescence, remon-
tent & des temps lointains, Mais ¢ est
au fur et & mesure de I'évolution de la
science el des techniques que les phé-
noménes  physiques ont pu ftre de
micux en micux définis et décrits.

En fait, les termes fluorescence el
phosphorescence sont directement lics
aux matéripux  sources du rayonne-
ment. Chronologiquement, ¢'est la
phosphorescence qui a éé la premidre
reportée ef cela date de la Chine an-
cienne: I'empereur possédait un ta-
bleau domt le matériau était capable
d'emmagasiner la lumiére du jour et
de la restituer, 'image &ait un baeuf.
Mais ce n'est qu'au débur du 17°™
sidgcle, que Vincenzo Cascariolo, cor-
donnier & Bologne en ltalie, a retrouvé
le procédé de fabrication en calcinant
en présence de charbon des minéraux,
qui aprés expesition & la lumiére
étaient porteurs d'émission de lumidre
rougeitre dans le noir (réduction de
sulfate de baryum en sulfide). On par-
la de phosphorescence, car on désigna
la picrre “porte lumitre” qui se dit
Phasphor en grec.

Paralltlerment i la fin du 16" sje-
cle, la premiére manifestation de la
fluorescence a éé reportée par Nico-
las Monardes (en 1565) qui corres-
pond & I'émission de lumitre bleue
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par une infusion de bois (Lignum Ne-
phriticum). Puis d'autres substances
ont ¢ décrites comme sources de
ravonnement  (solutions de  chloro-
phylle, de sulfate de quinine ...), mais
ce n'est qu'en 1853 que le terme fluo-
rescence a éé introduit par George G.
Stokes, en raison du minéral Muorspar
(ou fluorspath, fuorure de calcium)
qui est capable de donner une émis-
sion de lumidre si simultanément il
absorbe de [a lumiére.

2.2. Différents états d*énergie
d’une molécule

L'énergic globale d'une molécule
(approximation de Born-Oppenhei-
mer) est la somme de quatre types
d'énergie:

EmE+E+E+E (1)

ol

o  E oest I'énergie de translation:
dans un gaz, une molkécule peut
s¢ déplacer avec une certaine vi-
tesse v, clle posséde alors une
dmerme cindtique (ou de transla-
tion) E, = 1/2 mv’ (m représen-
tant la masse de la mobécule)
Cetic énergic E est celle qu'il
Faut fournir pour qu'ume moks-
cule immobile acquitre la vi-
besse v, inwversement, s1ka molé
culbe vient heurter un substrat par
un choc inélastique, elle cide
cetle énergie B, o redevient im-
mobile.

« E. est I'énergic de rotation:
une molécule peul MOUMET sur
elle-méme; "énergie E, fournic
& une molécule pour la metire

en rotation est |'énergie de ro-
tation possédée par la maolé-
cule animdée.

« E, est I'énergie de vibration:
la molécule peut se déformer
(Elongation, distorsions  diver-
sez) el osciller de la méme fa-
gon gu'un ressort parfaitement
élastique; I'énergic  foumnie
pPOUT  CréCr  C85  MOUVEMEHLs
oscillatoires est ['énergie vi-
brationnelle E..

» E. est I'éncrgic Sectronique: la
modicule est constitude  d'ato-
mes; des  dectrons  provenant
des couches atomigues extemes
s¢ déplacent entre ces alomes of
constituent les liaisons interato-
migues. Ces dectrons se “dé-
placent™ suivant des  orbitales
moléculaires e par un apport
d'énergie, on peul faire passer
un électron d'une orbitale & une
awire qui cst vide; cct apport
d'énergie est une Energie Elec-

D¢ fagon génfrale, 1'ordre cst le

suivant:

E,<E = E, <E,

E:  quelques calfmole

E.E. quelques keal/mole

| o5 quelques dizaines

de keallimole

Les énergies E, E. et E, ont des
valeurs quantifiées (uniquement des
valeurs discrétes) ef peavent éire re-
présentées de maniére schématique
selon la Fig. 1. Chaque niveau élec-
tronique est alors composé de sous-
niveaux  vibrationnels, cux-mémes
comportant  des  sous-piveaux  rota-
tionnels ¢t comrespond & une énergie
Clectronique E., ume énerge  vibra-

Exat Excité Elecironiqus

Eiai Fondaratal

i wibraten

Fig. 1 - Repadseniabon de |'énengie
quantifide todale




MARTE-LANRE VIRINNT

lErrrﬂ:-r

Ej

E

Ek
i

* |
Alroipiios d"un phoion

!
Emisgon o un phohan

E v (B -B)fh
k

wa B -Ek) /h

Fig. 2= Iniersction d une molécule

I

possédant une énergie E; avec
La lumilye

tionnelle E, & une énérgie rofation-
nelle E,.

Une molécule peut acquérir de
I"énergie de translation, de rotation ou
de vibration par chocs. Elle peut ac-
quénir de I'énergic photonique par
I"absorplion d'un photon {interaction
lumiére-matidre) avee transformation
d'énergic lumincuse cn énergic rota-
tionnelle, vibrationnelle ou dectroni-
que, el passage de la molécule d'un ni-
veau initial i & un niveaw supéricur fi-
nal j par un “saut” énergétique (E= E; -
E) (Fig. 2). Ce phénoméne suit la lod
de Planck:

E=E-E=l i)
v ¢st la fréquence correspondante du
photon et h désigne la constante de
Planck (h = 6,66.107 erg.s).

Le phénoméne d'absorption est i
Forigine de diverses techniques spec-
troscopigques: microonde (niveaux de
rotation), infra-rouge et Baman (ni-
veaux de rotation et vibration), visible
et ultraviolette (niveaux de rotation,
vibration et lectroniques).

Le phénoméne inverse peut avoir
licu, c'est I'émission d'un photon par
le saut d'énergic d'un niveau initial i &
un niveau inférieur final k (Fig. 2).

Sur un plan pratique, le niveau
énergétique sur lequel se trouve une
molEcule prise au hasard, en absence
de lumitre (en théorie, pas de transi-
tion électronique), est dépendant de la
température du milien, T. Le peuple-
ment des niveaux énergétiques est régi
par la lod de Maxwell-Boltzmann:

E

i
n. g LT
o L] e
Il.-l:l EI.'I-

représente le rapport du nom-
bre de molécules du milieu

(3)

n/n,

sur le niveau 1 au nombre de
molécules sur le niveau de
hase O (niveau fondamental)
somt les multiplicités des ni-
VCAUK,  [ermes  imbervenant
uniquement pour 1"énergic ro-
tationnelle (pour les niveaux
vibrationnels g = g, = 1)
i esi I'énergie du niveaw i (par
rapport au miveau de basc)
k 25l ki constante de Boltzmann
(k= 1,3807.107 LK)

Eitlg

2.3, Interaction lumiére-matiére:
condition de Bohr

ot moment de fransition

La lumiére consiste en la progres-
sion d'une onde électromandique, i.c.,
le déplacement d’un couple de vecteurs
champ élecirique £ (vecteur lumineux
de Fresnel) et champ magnétiquen.

Le processus dabsorption photo-
nigue peut étre déerit comme la “colli-
sion” d"un photon (porteur de I'énergie
hv) avee les éectrons d'un atome ou
d"une molécule, qui entraine la promo-
tion d'un électron dans une orbitale
incccupde, telle que 1'énergie qui la
sépare de I"état fondamental représente
justement |"énergic du photon (condi-
tion de Bohr): E,ca - Egpun =hv.

Le passage d'une molécule d'un
¢tat Electronique 4 un autre peut se
faire par ahsorption (ou émission)
d'une radiation. L'onde électroma-
gnétique associde agit essenticllement
sur la matiére par l'intermédiaire de
son champ électrique. L éude théori-
que montre que, si un sysiéme est sus-
ceptible d'&re dans deux éats | et 2
d'¢énergies respectives croissantes E,
el E;. lu probabilité pour que le pas-
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sage de I"étan 1 & I'érat 2 se fasse par
absorption d'une radiation de fré-
quence v vérifiant E; - E; = v (condi-
tion de Bohr) est proportionnelle au
carré du module d'un vecteur g, . ap-
pelé moment de transition. Chague
fois que le moment de tramsifion est
mul, la transition est dite interdite, en
particulier des moments de transition
sont nuls chague fois qu'ils sont rela-
tifs & deux éats de spin différents: les
seules transitions permises sont des
transitions entre états de  méme

multiplicité,

24, MNature des éats excités:
Singulet et Triplet

La repré&entation d'un &at excité
comme un état ol un électron se
trouve sur ume orbitale moléculaire
Elevie est en fait approchée. En effet,
le comportement de 1"électron est dé-
terminé non seulement par ["orbitale
moléculaire sur laguelle il “gravite”,
mais également par son spins, le spin
représentant de maniére approchée le
made de rotation de I'électron sur lui-
=méme (ce qui est désigné par s est en
loute rigucur la COMposanie Sur un
axe choisi Oz du moment cinétique de
rotation de 1"Electron).

Par ailleurs, le principe de Pauli af-
firme que, au plus, deux dectrons pen-
vent parcourir la méme orbitale, et sont
alors de spins opposés (+ 172 et - 1/2).

Une représentation plus exacte de
In distribution électronique fait donc
miervenir le spin des électrons. Une
telle représentation est donnée sur la
Fig. 3; les ébecirons de spin s = + 172
sont représentds par une fléche ascen-
dante et de spin 5 = - 1/2 par une fla-

? Emergie
F.u.-il:lzifn

Eitats excilds possibles

ET'

Eim Fesdasmicrilal

& aadutions coasliluan on (2 :
I ftal wingulet (5w}
= 0 dmal ripde (Sm D, 1, 1)

b paree d'une méme orhitale doctroniguc

T i

Sal

Hal

Fig. 3 - Distribution des spins élecironiques dans I°éuar fondamental et dans 1"état excité

che descendante.

En général, dans I'éat fondamental
les électrons sont rassemblés par paires
de spins opposés (exceplions: oxvgéne,
MNOY. Le spin global de la molécule § =
5% est donc nul (S é&ant le nombre
quantique de spin), I'éat est dit singu-
let, Par contre, pour 1'état excité, qua-
tre solutions sont possibles, comme in-
diqué sur la Fig. 3 (les niveaux de
basse énergic qui n'interviennemt pas
dans le phinoméne ne sont pas repré-
Senles).

Selon la mécanique quantique (et
en premidre  approximation), on
considére que deux éats excités somt
possibles pour ume méme  orbitale
d'accueil de 1"électron promu:

= un étal singulet de multiplicité
1 (S=10).

« un éat friplet de multiphicité 3
(triplement dégendre) (5 =0, -1,
+1), ces trois &als &ant indis-
cernables  dans  les  conditions
habatuelles.

L'existence du spin éectronique
conduit 3 distinguer au lieu de simples
orbitales  électroniques  des  couples
d'états  excités  singulet et triplet
d"énergie et de nature différentes.

Drans la représentation générale des
états excités, 'é@at fondamental (sin-




MARIE-LAUKE ¥IRIOT

.

gulet) est désigné par 5; (ou G, pour
“Ground State™) e les dats excitds
par 8, (singulet) et T, (triplet) pour la
premidre orbitale, S; et T pour la se-
conde..., comme I'indique le dia-

gramme énergétique représenté sur la

d'onde plus grandes que celles de
I"émission de fluorescence. 1l a éé
rappelé que les transitions entre éats
de multiplicité différente éaient inter-
dites (régle de spin). Cette régle est tres
importante, car elle implique que le

Fig. 4 (diagramme de Jablonski). peuplement d'un &at triplet d'une mo-
Energic 15?
Tz
Tramsition
51 iy stmes

— Ty
" | Pucresconce ‘ Phosphorneuence
71

Fig. 4 = Représeniation des états excivds moléoulaines dectronigues

L"état triplet est de plus basse éner-
gic que I'émn singulet, en raison d'ung
plus faible énergie d'interaction entre
bes deux électrons de spin paralléles
(distance movenne supéricure) par
comparaison i celle ob les deux élec-
trons sont de signes opposés. L' énergie
des photons de phosphorescence est
done plus faible que celle des photons
de fluorescence et done |'émission de
phosphorescence a lieu & des longueurs

lécule ne powrra avoir lieu directemeant
par excitation lumineuse i partir de
I'état fondamental (sauf pour des cas
particuliers, cf. les travaux de Lewis et
Kasha qui mirent en évidence la transi-
tion 8y = T, pour la molécule de ben-
zéne [Lewis ot Kasha, 1945]).

Le Tableau I rassemble les caracté-
ristiques des deux types d'étals exci-
ts, singulet et triplet.

TABRLEAU I = Comparaison des propriélss des éeats singulet ot tripled

Singulet Triplet
Multiplicag 3
(Z5+1)
Emcrgic par rapprt | o LS
i 1'éral forndamental : :
Propriéiés magnétiques DHamagndtique paramsagndtique, ac1if en RPE
Transitioms rdistives
avec 1" énal fondamenial
Absarprion & .. 104 10° mol”.Lem™ & << | mal” Lem”
Famirsion ki~ 10" g Ep o 10" & 105"

Trunsfert " énergie élecronigue | formation de nouveaux singubets | formation de nouveanx Iriplets

Propridsés chimigues

peuvent Ere spécifiques de 1"éat
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2.5, Courbe d"énergie potentielle

Pour décrire les différents niveaux
d'énergie d'une molécule, il est fan
appel & sa courbe d’énergic poten-
tielle. Dans le cas le plus simple, cas
d'une  molécule diatomique dans
hypothése de "oscillateur harmoni-
que (loi de Hooke: force de rappel F
proportionnelle &  1'éloignement  de
lewur position d'équilibre x de deux
atomes: F = - kx), la courbe représen-
tative des variations de P'énergic po-
tentielle est une parabole:

E = (1/2) k' i4)

En fait cette hypothise d'harme-
nicité est mise en défaut pour les grands
déplacements des noyaux, La courbe E
vi X n'cst plus une parabole, mais une
courbe asymérique. Les niveaux de vi-

Engrgic potentiellc

bration ne sont plus équidistants, leur
éeanement  décroit quand 'énergie vi-
brationnelle augmente.

Ainsi pour une représentation plus
complite des états énergtiques, il est
fait référence & la Fig. 5. sur laguelle
sont  reportées  simultanément  les
courbes  d'énergic  potentielle d'une
mdEcule diatomique dans 1"éat fon-
damental (courbe 1) et dans |"état ex-
cité électronique singulet (courbe 2) ot
triplet (courbe 3).

2.0, Approximeition de Franck

el Condon

Sur la Fig. 5, on note par un trait
wvertical la transition électronique en
raizon de "approximation de Franck

Absorplion

Flusrescence

Phosphoreszence

fes i Fr,

Fig. § = Transitions entre les courbes d'Energie potenticlle de 1"éia fondamental en d'un &

[Mistance intcralomigue

excitd d ame molécube distomique (Elals singubel et triplet),

13
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et Condon: “le temps requis pour
I"absorption d'un photon ¢t la promo-
tion d"un électron qui en est la consé-
quence est si court (107 5) par rapport
i la périade de vibration de la molécule
(107" 5) que pendant I"excitation (ou
I"émission), les distances interatomi-
ques des noyaux et leurs énergies ciné-
tiques ne varient pas”.

Dans le cas de ln molécule diatoma-
que, les consédquences de |approsina-
on de Franck o Condon somt
immédiates.  Supposons  qu'a 'éat
fondamenial la molécule soit dans 1"éat
de vibration le plus bas, Les transitions
verlicales aménent la modécule 3 1'état
excité avec une énergie supérieure &
celle de cet &at au plus bas niveau de
vibration. Ces transitions peuplent donc
des @ats excités non seulement dectro-
miquenent, mais également du point de
vue vibrationnel. Par ailleurs, plusicurs
éats de vibration voisins peuvent ére
atteints & partir d'un méme éat fonda-
mental, qui a une probabalité non nulke
d'ére  vibrationnelle-ment  excité, Le
sysiéme n'absorbern donc pas pour une
fréquence unigque, mais présentera plo-
sieurs raics d'absorplion voisines dont
I'intensité dépendra de la probabilité de
la transition cormesponcdante.

2.7. Loi d'absorption phetonigue
de Beer-Lambert

L absorption d'un faiscean lumi-
neux  monochromatique  (longueur
d'onde 1) par un milicu absorbant
homogéne est définie par la loi de
Beer-Lambert (Fig. 6):

10) = LGk e *4 (5)

ol

L) est I'énergie incidente {nombre
de photons)

g2} est le cocfficient d’extinction
molaire (L.mel " .cm™)

C est la concentration de 1"absorbant
{mol L")

[ est la largeur du parcours opti-
que {em)

|E. I [
C
Fig. 6= Schémm représentam I"aheorpteos

3, REACTIVITE DE L’ETAT
SINGULET - CINETIQUE
PHOTOPFHYSIQUE

3.1. Processus de désactivation de
1"état singulet

En addition aux processus non -
diatifs (perte d'énergie par chocs ou
conversions  intermes) e radianfs
{fluorescence), la réactivité de I'ém
excité singulet peut &re multiple. Les
dilférents processus sont pour |'essen-
tiel résumés sur la Fig. 7.

3.2, Cinétigue photophysigque

A partir de 'expression cinétique
de chacun des processus de disactiva-
tion de 1'@&at singulet décrits sur la
Fig. 7, il est possible d'écrire le sché-
ma global de sa réactivité. De plus, en
faisant I'hypothése de I'éat quasi sta-
tionnaire, i.e. &guilibre entre produc-
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tion et désactivation de 1'é&at singulet
{d[S,]/dt = (), on obtient:

Lo 5] B+ B # s + ey + g [ # K (] + 1 (60)

3.3,  Inhibition de Auorescence
= Diroite de Stern-Volmer

La diminution de Dinensité de
fluorescence  (inhibition ou  “quen-
ching™) peut &tre due 4 une varété de
processus. Du point de vue cinétique,
on peut éerire les dquations de désac-
tvation de 1'éat singulet respective-
met;

#  ¢nabsence de 1" inhibatcur:

[Bike= L/ (ku + kp+ ..} (7
®  en présence de Finhibiteur:

18] = L/ (ko + ket .. + kg [QD) (8)

Le ratio conduit & Pexpression de
I'équation de Stern-Volmer:

|
-F=uxml ()

i
La constante O inhibition K est
égale & Kg . ol Kq est la constante
d'inhibition bimoléculaire et 1o est la

Hdastions
Phastochimiqucs

dpdacnion T ks

_'_._:J"_-_I.--" " Emvgic

Eiat Excité
Simgalet
5]

durde de vie de I'état singulet en ab-

sence d inhibiteur:

|

-fﬂ+hmm (10)
Le lecteur pourra se reporier &

I'ouvrage de Valeur, 2002, pour une

description compléte de la cinétique et

des phénoménes d'inhibition de fluo-

MESCence.

4, CARACTERISTIQUES
DE LA FLUDRESCENCE

Comme il a é&é dir dans
Iintroduction, & la Meorescence est as-
socide trois caraciéristiques: la lon-
gueur donde de I'émission, la durée
de vie de 'éGat excitd responsable de
I"émission ¢ e rendement quantique
de fluorescence.

4.1. Longueur d'onde d'émission
de Muorescence

Le spectre d émission de fluores-

Teznsilion Iator-5yaldmes
[ Iomatioa da wriplet)

Tranifert
Frosimiatnsen

" Excimdres o
kg (M} o' Exiuplenss

‘. bur b{% Irhibition de
Flsreacenoe

[ e T A ——

eon rad iaind s

Etat Fondamental
11|

Fig. 7- Repiésentation schématique de la prodection et de la désactivation de "€ singulet
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cence d'une substance est caractéristi-
que de sa structure pour un environ-
nement donné (solvant, température,
pH, pression...). Il apparait & des lon-
gucurs d'onde supéricures & celles
correspondant au spectre d'absorption,
puisque pénéralement il ¥ a perte
d'énergie (conversions internes, refour
a I"état vibrationnel excité v =0 ... )

I M'm,": b ok

P L - st

Le spectre d'émission de fluores-
cence se compose d'une ou plusieurs
bandes selon les composés et leur envi-
ronnement. Pour un specire  mono-
bande, on entend par longueur d*onde
d'émission de fluorescence, la lon-
gueur d'onde au maximum d'intensité
e 3§ o Lot différence entre les lon-
mueurs d'onde maximales  d’absorption
et d'émission de fluorescence pour un
covironnement  donné  correspond  au
déplacement de Stokes.

En pratique, le tracé d'un specire
de Muorescence se fail pour une lon-
gucur d'onde d’excitation délerminde
(d'apris le spectre d'absorption de la
substance, de préférence dans les
mémes  conditions ' environnement)
en balayant les longueurs d'onde du
monochromateur danalyse. Dans ce
tracéd, il est péndralement observé en
addition du spectre de fluorescence
une bande correspondamt & la diffu-
sion Rayleigh (méme longueur d'onde
que celle de la lumidre excitatrice) e
I"érussion Raman due ao  solvant

{Guilbault, 1990),

4.2, Durée de vie de Muorescence

L intensité Iy de |"émission de fuo-
rescence suil une loi de décroissance

de type exponcntiel:
FOET-aal (1)

ol t (assimilable & un temps) est ln du-
rde de vie de D'espioe excitée (valeur
moyvenne de 'exisience de ln molécule
excitde). 51 on considire les molécules
isolfes, T est la durée de vie nalurelle
{notée 1.). En revanche, si les molécules
sont en interaction avec le mulicu (pré-
sence d'inhibiteur par exemple), la du-
rée de vie mesurde devient ln durée de
vie réelle (noldée 1),

4.3 Bendement quantigue
de Muorescence

Le rendemem quantique de fluo-
rescence, @y traduit efficacité de
I"émission au regard de Iabsorption
photonigue:

=1/, (12)
soil: M= KT gnguian  (13)

5a déermination nécessite généra-
lement une substance de référence,
pour laquelle le rendement quantique
de Muorescence est connu,

5. CHOIX DES TRACEURS
FLUDRESCENTS

5.1, MNature de la NMuorescence

La fluorcscence est de nature

o  intrinséque: la mobécule est soit
un flusrophore (pyréne, Muores-
cine...), soit cle est renduc
fluorescente par  greffage d'un
groupe fluorescent (greffage co-
valent etiou adhésion physique).

=«  extrinséque: la sonde  fluo-
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rescente st simplement incor-
porée dans le milicu & éudier,

il est évident qu'il faodra
connaitre sa localisation précise
dans le cas de milieux com-
plexes  (milicux  hétdropdnes,
milicux  biologiques...) pour
pouvoir analyser de maniére
slire les propriéiés de fluores-
cence of surtoul les corréler i
leur structure et & leur dynami-
que,

5.2. Critéres pour choisir
une molécule hautement
Nunrescente

Les principaux  critfres  pour
qu une molécule présente une fuores-

6. INFLUENCE
DES PARAMETRES
D"ENVIRONNEMENT
SUR LES CARACTERISTIQUES
DE FLUDRESCENCE

6.1. Les  principaux  paramétres

d’environnement

Comme il a é&é& rappelé dans
I'introduction, les propriéiés de fluo-
FEsCence (R ma. T, Oy sont dépendan-
tes des paramétres d'environnement,
dont les principaux sont reportés sur

la Fig. 8.
ED@__

cence efficace (@ le plus proche pos-

sible de 1) peuvent &re résumeés _ Fluarophare :

comme suit: M ax © @ Orygine.
0ons ..,

« forme plane qui présente des
conjugaisons (possibilité de ré-
sonance, colorants  xanthéni-
ques, aromatigues...)

« absence de torsion intramolécu-
laire (diminuer les pertes par
rolalions internes)

« mnon active par  photochimie

Fig. 8 - Rappel des principaux paramétres d'influence des caractéristiques de |*émission

Interaciions
vt " auhngs mciso
axciméee, axcioias

di Naorescenos

{absence de photoblanchiment)

» rendement quantique de pas-

sage inersystéme le plus faible
possible.

La recherche de telles molécules

s‘appuicra sur des tables de donndes

(Murow, 1973) et des informations is-

sues de divers catalogues spécialisés
(Molecular Probes, 1996),

Si cette dépendance est connue, il
est alors possible en retour d'utiliser
les traceurs fluorescents pour déter-
miner certaines propridés d'un milieu
donné. ;

6.2,  Des sondes Muorescentes
pour tester la polarité

ction In viscosilé

A l'appui de cette notion de cap-
teurs photophysiques, nous allons ci-
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ter plus particulitrement des exemples
de nos propres recherches of le py-
réne etfou des rotors moléculaires ont
&é utilisés comme sondes de polarité
etfou de viscosité. Les exemples cités
ont  aussi comme buots  de metire
I'accent sur les potentialités de la
fuorescence pour des applications en
biosciences.

Pour une description plus coms-
ple, le lecteur pourra se référer
"ouvrage de Valeur, 2002,

a) Le pyréne

De nombreux travaux oml déjh fé
publiés relatant la capacité du pyréne
comme sonde flucrescente:

» de polarité, d'une part: varia-
tion des intensités des bandes
vibromiques du spectre d'émis-
sion  de fMuorescence de la
forme monomére du pyréne,
en particulier le rappon des in-
tensités des bandes | et 3 notde
1T, augmente avec la polarité
de I'environnement (Dong &
Winnik, 1934);

# de viscosité, d'autre part: vara-
tion des intensités de fluores-
cence pour respectivement les
formes monomére (lh.) el ex-
cimére (l;) du pyréne avec la
viscosité du malicu (la motion
de viscosité & 1'échelle locale
Sant assez complexe, on parle-
ra aussi en termes de diffusion,
diffusivité, cohésion, wolume
libre, microviscosité...), ainsi le
rapport  lo/la. diminue avec
I"'augmentation de la viscosité
(& concentration constante én
pyréne) (Birks, 1970).

Pour se référer & nos propres éu-
des, mnous citerons  dune  par,
I'utilisation du pyréne comme sonde de
polarité pour détecter la formation de
microdomaines hydrophobes  lors  de
I"agrégation de polyméres cationiques
amphiphiles (Damas ¢t al., 1997) ot
d"autre part, comme sonde de viscosilé
pour suivre "avancement de la poly-
mérisation du MMA en PMMA (Carré
ef al., 1998).

Ces deux séries d'éudes montrent
la capacitd du pyréne pour suivre
I"organisation des molécules amphiphi-
les (tensioactifs, lipides...) en systémes
moléculaires organisés (SMO: micel-
les, liposomes, membranes biologi-
ques...) et détecter les changements de
phases ef d'avire part & tester kes chan-
gements d'ordre moléculaire (polymé-
risations, rigidification de  milieux
complexes... ).

B} Les rofors moléculaires

Les rotors moléculaires sont gémé-
ralement des composés de type don-
neur-accepteur, capables d'un trans-
fert de charge & I'état excité (sensible
i la polanité du solvant) et qui peuvent
selon Ienvironnement subir une(des)
rotation(s) interne(s) conduisant & des
processus de désactivation non radia-
tifs (sensible i 1"ordre moléculaire).

Dans la plupant des applications,
les rotors moléculaires seront utilisdés
comme sondes fluorescentes:

= de polarité: unc augmentation

de la polanité se traduil par une
avgmentation de la longueur
d'onde d"Emission, Ay ..

» de viscosité: une augmentation

de la viscosité (i.e., cohésion,
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ordre local...) sc¢ traduit par
une augmentation de 'effica-
cité de fluorescence, Oy,

Mous avons  largement  développe
lutibisation des  rodors  moléculaires
comme sondes  Auorescentes dans  nos
propres travaux, d'une part en synthéti-
sant de nombreux composés de ype
benzéne, benzylidéne, cinnamylidéne,
coumarning..., o d'autre part en mettant &
profit leurs propriéiés de fluorescence
pour éudier des polyméres (Carré ef al.,
1998: Frochot et al., 2000), des micelles
(Damas et al., 20015 ou des milicux bio-
logiques (Virio et al., 1998),
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