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Introduction générale

Les objets d’étude de la chimie sont de nature et de taille variées : molécules, macromolécules,
cristaux, agrégats voire organites, cellules ou organismes biologiques. Dans tous les cas, leur étude
passe par I'observation des objets et de leur comportement vis a vis du milieu dans lequel ils se
trouvent.

Les concepts d’observation ou de mesure sont intimement liés a ceux de perturbation et de ré-
ponse a une perturbation. En effet, des lors qu'un systéme d’étude est soumis a une perturbation exté-
rieure, il va modifier son état pour répondre a cette perturbation. Cette réponse peut étre analysée par
un observateur extérieur qui en déduit des informations relatives au systeme d’étude. Par exemple,
lorsque nous ('observateur) lisons ces lignes, des photons sont envoyés par la source de lumiere qui
se trouve au dessus de nos tétes et viennent perturber les molécules de 'encre déposée sur la feuille
de papier. En réponse a cette perturbation, certains des électrons de ces molécules vont passer dans
un niveau de plus haute énergie. Les molécules ainsi excitées vont revenir a I’état fondamental par
relaxation non radiative. L'analyse de cette réponse a la perturbation lumineuse est effectuée par nos
yeux qui constatent que les tous photons ayant une longueur d’onde dans le visible ont été absorbés :
les lettres nous apparaissent ainsi noires. D’autre part, une analyse fine de I’échauffement thermique
de la page nous donnerait aussi des informations.

Cet exemple est général et 'ensemble des systémes physiques, chimiques et par extension biolo-

giques sont étudiés en suivant la séquence :
i. perturbation de systéme;
ii. réponse du systéme a la perturbation;
iii. analyse de la réponse par un observateur extérieur.

Les perturbations auxquelles peuvent étre soumises les systemes chimiques ou biologiques sont
nombreuses et variées : "2
— température;

— pression;

— champ électrique ou magnétique;

13



INTRODUCTION GENERALE

champ de force;

lumiere;

— concentration d'une espéce chimique active;;

- eftc.

Un des buts des sciences analytiques est de proposer des méthodes de perturbations sélectives.
En effet, a I'intérieur d’'un systéme complexe contenant un grand nombre de sous-systemes, adres-
ser sélectivement un des sous-systemes permet d’étudier les caractéristiques de ce systéeme tout en
perturbant le moins possible tous les autres. De plus, pour étudier des phénomenes rapides ou des
objets de petite taille, les méthodes de perturbations doivent étre bien résolues temporellement et
spatialement.

Dans ce contexte, notre équipe de recherche s’est spécialisée dans l'utilisation de groupements
protecteurs photo-activables afin de modifier, sous excitation lumineuse, la concentration d'une es-
péce chimique active au sein d’'un systéme chimique ou biologique.3® Le principe d’action de cette
méthode d’adressage est exposé dans la partie 1 du chapitre suivant. En se basant sur cette exper-
tise et compte tenu des techniques instrumentales a notre disposition, ce travail de thése a eu pour
but d’'identifier une plateforme moléculaire capable de perturber la concentration en protons d'une

solution en réponse a une excitation lumineuse.

Dans la premiére partie de ce chapitre introductif nous verrons en quoi la lumiere permet d’in-
duire une perturbation sélective et bien résolue spatialement et temporellement. Dans la deuxiéme
partie nous expliquerons pourquoi le contréle de la concentration en proton a un intérét important
aussi bien en chimie qu’en biologie. Enfin, dans la derniere partie, nous exposerons les objectifs pre-

miers de ce travail de these.

La lumiere : outil privilégié pour modifier la concentration locale d’une es-

péce chimique

Introduction mécanique d’'une espéce chimique

La méthode la plus commune pour modifier la concentration d’'une espece chimique est d’in-
troduire mécaniquement cette substance dans le systeme d’étude. Si a 'échelle d'un systeme de
quelques millilitres de volume, cette introduction peut se faire a I’aide d'une pipette, des instruments
plus précis doivent étre utilisés des lors que I'extension spatiale caractéristique du systeme d’étude
est inférieure au millimetre.

Des techniques alternatives ont ainsi été développées comme la micro-injection qui utilise des
micro-pipettes ou des micro-seringues dont le diametre d’ouverture peut atteindre 400 nm. " Il est
alors possible d’injecter un substrat a I’échelle d'une unique cellule a condition d'utiliser des mé-
thodes permettant d’'immobiliser la cellule et de manipuler adroitement la micro-pipette ou la micro-
seringue. La figure 1 montre une photographie prise sous microscope d'une micro-injection dans un

ovule.

Cette méthode présente cependant certains inconvénients :
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LA LUMIERE : OUTIL PRIVILEGIE POUR MODIFIER UNE CONCENTRATION LOCALE

micro-pipette
d'injection

pipette de
contention

cellule

FIGURE 1 - Photographie sous microscope d'une micro-injection dans un ovule. La pipette de contention permet
de maintenir la cellule pendant que la micro-pipette d'injection introduit l'espéce chimique active.

— elle est invasive : pour introduire une substance dans la cellule, la micro-pipette ou l'aiguille, si
petite soit-elle, doit traverser la ou les membranes cellulaires ou nucléaires imposant ainsi a la
cellule des contraintes mécaniques pouvant induire des effets biologiques non souhaités;

— elle est irréversible : une fois la molécule active introduite dans le systéme, il n’est pas possible
de l'en faire sortir;

— la résolution temporelle d’'introduction de I'échantillon est limitée par celle de I'opérateur et
peut étre estimée au mieux a quelques centaines de millisecondes; compte tenu que la sub-
stance a introduire diffuse a cette échelle de temps, il en résulte une imprécision sur la quantité

de substance injectée;;

la résolution spatiale reste limitée a la dimension d’'une cellule soit de 10 a 100 micrometres;

Pour pallier le probleme de la résolution temporelle, il est possible d'utiliser des techniques de
meélange rapide. La plus connue d’entre elles utilise un dispositif expérimental appelé Stopped-flow.
Gréce a cet appareil, deux petits volumes de réactifs sont rapidement envoyés vers une chambre de
mélange dans laquelle ils commencent a réagir. Ce mélange est ensuite amené dans une cellule d’ob-
servation avec un temps de retard de l'ordre de la milli-seconde (voir figure 2).'%!! La technique de

Stopped-flow ne permet cependant pas d’obtenir de fortes résolutions spatiales et n’est pas réversible.

seringue A i
mélangeur
|
— > @—D cuvette
|
seringue B

seringue de stop

FIGURE 2 - Schéma du principe de fonctionnement d’'un appareil Stopped flow. La seringue de stop permet d’ar-

réter le flux de solution venant du mélangeur.
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INTRODUCTION GENERALE

Les avantages de I'excitation lumineuse

La modification de la concentration d’'un composé en utilisant la lumiere comme déclencheur
n’est possible que si elle est médiée par une molécule ou un systéme moléculaire photosensible. Ainsi,
I'absorption d'un photon par ce systéme moléculaire doit entrainer un ou plusieurs processus finis-
sant ultimement par la libération ou le piégeage de 'espéce chimique active.

Une fois un tel systéme identifié pour le composé souhaité, l'utilisation de la lumiére apporte des

solutions a certains des problemes exposés ci-dessus :

Caractere invasif : la méthode optique n’est pas invasive. En effet, il n’est pas nécessaire d’introduire
de pipette ou d’aiguille dans le systeme que I'on souhaite perturber. En particulier dans une
cellule, il est possible de libérer une molécule sans faire de trou dans la membrane a condi-
tion d’étre capable d’introduire préalablement la molécule photo-sensible dans la cellule sans
I'endommager (par perméation trans-membranaire par exemple). On parle alors de « seringue
optique ».

Réversibilité: la méthode optique peut étre réversible dés lors que le systeme moléculaire photo-
sensible 'est. Ainsi, il est possible de libérer un pulse transitoire de molécules actives voire de

moduler périodiquement sa concentration.

Résolution temporelle : la résolution temporelle des méthodes optiques est 'une des meilleures ac-
cessible en chimie.!! A titre de comparaison, la figure 3 montre les résolutions temporelles de
quelques méthodes perturbatives. On remarque que les méthodes optiques ont des résolutions
temporelles de I'ordre de la microseconde voire de la picoseconde pour celles basées sur I'uti-

lisation d'un laser pulsé. 1?
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- " 'ot(s)
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B on X !
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Laser pulsé

Méthodes classiques —>

FIGURE 3 - Correspondance entre les temps de demi-vie des réactions étudiées et les méthodes perturbatives uti-

lisables. Les méthodes classiques correspondent aux cas oit les réactifs sont mélangés mécaniquement. Reproduit

d’apres Mortimer et al.'!

Résolution spatiale : la résolution spatiale des méthodes optiques est elle aussi tres bonne. En ef-
fet, il est possible de collimater un faisceau lumineux jusqu’a la limite de diffraction a la lon-
gueur d’onde considérée gagnant ainsi plusieurs ordres de grandeur par rapport a la méthode
de micro-injection. Par ailleurs, 1'excitation bi-photonique ' permet d’atteindre une résolu-

tion encore plus grande puisque seul un volume limité a la dimension du point focal image de

[a]. Le principe physique de I’excitation bi-photonique est décrit en annexe de cette introduction.
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ROLE DES PROTONS : DE 'IMPORTANCE DE CONTROLER LE PH D'UN SYSTEME

la lentille convergente utilisée est excité : ce volume peut étre de I'ordre de 10~!° L. Il est ainsi

possible de modifier la concentration d’'une molécule 4 une échelle sub-cellulaire. 13

Role des protons : de 'importance de controler le pH d’un systeme

Le proton est la particule échangée lors d'une réaction entre un acide de Bronsted (qui perd un
proton) et une base de Bronsted (qui gagne un proton).
Sila base qui récupere un proton est I'eau, un ion H;O" (hydronium) se forme. On définit alors le

pH de la solution comme I'opposé du logarithme décimal de 'activité des ions hydronium.

Un ion fondamental en chimie

La grande quantité d’atomes d’hydrogene dans la nature et la faiblesse de la liaison entre un hy-
drogene et un hétéro-atome font que les protons sont des espéces omniprésentes en chimie. Ils sont
en effet impliqués dans une quantité innombrable de phénomenes et de réactions que ce soit en
chimie organique ou inorganique aussi bien en tant que réactif ou que catalyseur.

Compte tenu du caractere essentiel des protons en chimie, de nombreuses méthodes de détermi-
nation de leur concentration dans un systeme ont été développées. Elles peuvent reposer sur une
détection chimique des protons (via des indicateurs colorés ou fluorescents) ou électrochimique
(comme lors de I'utilisation d'une électrode spécifique). Ces méthodes sont si communes qu’elles
sont généralement enseignées en cours de physique-chimie des le collége.

De nombreux ouvrages, articles et revues sur les réactions acido-basiques et les transferts de pro-

tons peuvent étre trouvés dans la littérature, 1416

Un ion fondamental en biologie

Le proton joue également un role fondamental dans les systemes biologiques. En effet, outre son
implication naturelle dans les réactions bio-chimiques, il est'un des acteurs principaux de processus
aussi importants que la production d’ATP, monnaie énergétique des cellules, ou que la croissance des
végétaux. P!

A titre d’exemple, la production d’ATP dans les cellules eucaryotes repose sur un processus de
phosphorylation oxydative qui couple la phosphorylation endergonique de I’ADP par une ATP syn-
thase aI’oxydation exergonique d'un substrat (le NADH ou le FADH,), réalisée au niveau d’'une chaine
de transport d’électrons appelée chaine respiratoire. !’ Ce processus a lieu au niveau de la membrane
interne des mitochondries. La succession de réactions d’oxydoréduction au sein de la chaine respi-
ratoire conduit a I’établissement d'un gradient de protons de part et d’autre de la membrane. Le flux
spontané des protons a travers la membrane, imposé par ce gradient, est ensuite utilisé par 'ATP
synthase pour effectuer la phosphorylation.

De la méme maniére, le mouvement de rotation du flagelle de certaines bactéries (type Escheri-
chia Coli) est le résultat d'un couplage avec un flux spontané de protons, permis par la présence d'un

gradient de protons de part et d’autre de la membrane plasmique. '8

[b]. D’autres exemples du role des protons dans le vivant seront rencontrés au fil de ce travail de these.
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INTRODUCTION GENERALE

D’une facon générale, le maintien de concentrations spécifiques en ions (dont les protons) au
sein des différents compartiments d'une cellule ou d'un organisme est une condition essentielle a
leur survie. Le controle du pH est donc primordial au sein des organismes vivants, qui mettent en jeu
de nombreux agents tampons (ions carbonates, ions phosphates, acides aminés) pour éviter toute
variation.

Si elle est souvent défavorable, la variation du pH dans les systemes biologiques est parfois uti-
lisée comme signal ou déclencheur d'une série de processus bénéfiques aux étres vivants. Ainsi, la
croissance des cellules végétales, cellules entourées d'une paroi cellulosique rigide, est permise par
diminution du pH dans le milieu pariétal. Cette acidification est le résultat d'un export de protons de-
puis le milieu intracellulaire vers le milieu extra-cellulaire en réponse a une hormone de croissance,
l'auxine. La diminution du pH permet I'activation d’enzymes et de protéines non enzymatiques qui
rompent les liaisons hydrogene existant entre les différents constituants de la paroi, contribuant ainsi

a augmenter son élasticité et permettant la croissance cellulaire. '

Objectifs de ce travail de these

Compte tenu des parties introductives précédentes, 1'objectif premier de ce travail de théese est
d’identifier une plateforme moléculaire capable de moduler la concentration en proton d’une solu-
tion sous illumination. Idéalement, cette plateforme doit posséder les caractéristiques suivantes :

— eétre synthétiquement accessible;

— étre expérimentalement caractérisable;

— conduire a une modulation du pH aussi forte que possible;

— conduire a une modification du pH facile a observer a ’échelle d'une solution de quelques

millilitres ;

— eétre applicable a des systemes biologiques;

— étre modulable de telle sorte a pouvoir controler 'amplitude de la variation de pH, le pH initial,

le pH final mais aussi la cinétique de la variation d’acidité.

Ce manuscrit se compose de huit chapitres. Le premier recense et compare les systemes molé-
culaires de la littérature capables de modifier 'acidité d'un systeme sous illumination. Le deuxieme
établit le cahier des charges du photo-acide ou de la photo-base idéal compte tenu des contraintes
thématiques et expérimentales de notre équipe de recherche et finit par identifier une plateforme
susceptible d’y répondre. Les chapitres trois et quatre étudient les aspects thermodynamiques et ci-
nétiques de cette plateforme. Les chapitres cing, six et sept montrent qu’elle est capable de moduler
le pH sous illumination. Le dernier chapitre conclut ce travail de these et propose quelques perspec-

tives.
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EXCITATION BI-PHOTONIQUE

Annexe de I'introduction

Excitation bi-photonique

Les principes de la spectroscopie classique précisent qu'une molécule peut passer de son état
électronique fondamental a un état électronique excité si on lui fournit une quantité d’énergie cor-
respondant a I’écart énergétique entre les deux états. Dans le cadre de la photochimie, cette énergie
est d’origine lumineuse et la relation de Planck affirme que, pour un écart énergétique E entre |'état
fondamental et le premier état excité, il faut soumettre la molécule a un rayonnement de longueur
d’onde A, telle que E = % pour qu'une transition électronique entre les deux niveaux soit observée.
Ce phénomene linéaire est appelé absorption a un photon puisque la molécule n’a absorbé qu'un
seul photon de longueur d’onde A.

Cependant, dans la premiére moitié du XX®™€ siecle, il a été démontré que 1'absorption simul-
tanée de deux photons d’énergie 5 conduisait a la méme transition électronique que précédem-
ment sans passer par un état électronique intermédiaire.?? Ce phénomene est appelé excitation bi-
photonique (voir figure 4). Il s’agit d'un phénomeéne non linéaire (dépendant quadratiquement de
l'intensité du faisceau incident) mettant en jeu la rencontre de trois partenaires (une molécule et
deux photons). De part la tres faible probabilité de cette rencontre, 'absorption bi-photonique ne
peut avoir lieu que dans une zone de I'espace ou la densité de photons est trés grande. Dans la pra-
tique, elle n'a lieu qu’au voisinage du point focal de la lentille qui fait converger le faisceau du laser.
Le volume excité est de I'ordre de 1071° litre. 222
Les avantages de |'excitation bi-photonique par rapport a I'excitation mono-photonique sont :

— une grande résolution spatiale : I'ordre de grandeur du volume cellulaire étant de 10712 litre,
il est possible d’exciter des molécules dans un volume contenu a I'intérieur d'une cellule (voir
figure 5) ;

— seules les cellules contenues dans le volume focal risquent d’étre altérées par photo-blanchiment
ou photo-production de radicaux libres nocifs pour le milieu vivant;;

— la longueur d’onde utilisée pour exciter les molécules est multipliée par deux par rapport a

EA
|
En A Eo
SO I I So
absorption absorption
monophotonique biphotonique

FIGURE 4 - Schéma de principe de 'absorption a un et deux photons. Eg; = hv, Egp =2hV".
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la méthode mono-photonique. Ainsi une molécule habituellement excitable par un rayonne-
ment UV dommageable pour les cellules peut-elle désormais étre excitée par un rayonnement
IR moins nocif car les chromophores endogenes absorbent moins dans ces longueurs d’onde.
Parallelement, la longueur de pénétration du laser est augmentée dans le cas d'une absorption

a deux photons.

Fluorescence apres
excitation a 1 photon

Fluorescence apres
excitation a 2 photons

FIGURE 5 - L'absorption bi-photonique. En haut : fluorescence provenant de Iexcitation par un laser classique.
En bas : fluorescence provenant de ’absorption simultanée de deux photons par I’excitation infrarouge pulsée
femtoseconde d’'un laser Titane Saphir. (Source : http//ijm2.ijm.jussieu.fr)
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Chapitre 1

Les modifications de P’acidité

photo-induites dans la littérature

Introduction

Comme nous "avons expliqué dans l'introduction générale, le photo-controle de la concentra-
tion en proton peut avoir de nombreuses applications tant en chimie qu’en biologie. Pour cela, un
systeme moléculaire sensible a la lumiére est nécessaire. Sous irradiation, ce systeme est perturbé, ce
qui conduit a une modification de ses propriétés physico-chimiques et en particulier de ses propriétés
acido-basiques. [ Un tel systéme est appelée « photo-acide » sila modification induite par la lumiére
conduit a une augmentation de la concentration en protons. C’est parallelement une « photo-base » si
c’est la concentration en ions hydroxyde qui est augmentée.

Nous nous proposons donc, dans cette partie, de présenter différentes plateformes moléculaires
dont les propriétés acido-basiques sont modifiées sous irradiation lumineuse. N’ayant pas la préten-
tion d’étre exhaustif, nous avons essayé de sélectionner les plateformes les plus représentatives. Pour
chacune d’elles, une application relevante en chimie ou en biologie est présentée (si elle existe).

Notons enfin que les systemes introduits dans cette partie bibliographique n’ont pas tous été uti-
lisés stricto sensu pour faire varier le pH d'un milieu. Cependant, tous se sont montrés capables de
modifier I'acidité du milieu au sens le plus large du terme. Ainsi, quelques systemes dont la basicité

ou l'acidité de Lewis peuvent étre photo-modulées sont aussi présentés.

Ce chapitre présente trois types de plateformes photo-acides :
i. les groupements protecteurs de protons;

ii. les molécules « super-acides» al'état excité;

iii. les photo-acides photochromes. !

Ala fin de chaque partie, les avantages et les limitations les plus significatives de chaque plate-

forme sont évoqués.

[a]. La modification pouvant étre définitive ou transitoire comme on le verra dans la suite.
[b]. Dans la partie sur le photochromisme, la présentation de la plateforme azobenzéne — au ceeur de ce travail de these

— est particulierement développée.
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CHAPITRE 1. LES MODIFICATIONS DE L’ACIDITE PHOTO-INDUITES DANS LA LITTERATURE

1.1 Les groupements protecteurs de protons

1.1.1 Présentation générale des groupements protecteurs

Depuis les années 60, une large gamme de groupements protecteurs photo-activables (ou photo-
labiles) a été élaborée. Ces groupements permettent de protéger la plupart des fonctions de la chimie
organique puis de les déprotéger sous excitation lumineuse orthogonalement a toute déprotection
chimique traditionnelle. 227

Au dela de leur application en chimie organique de synthese, le développement de nouveaux
groupements protecteurs photo-activables performants couplé a I'apparition du laser a largement
contribué aI'étude de la dynamique des systemes biologiques.?® De nombreuses applications in vivo
ont alors été réalisées mettant en ceuvre le principe des composés protégés par des groupements pro-
tecteurs photo-activables, notamment pour I'étude des voies de signalisation cellulaire®® ou pour le
contrdle de I'expression génétique.3°

La figure 1.1 présente le principe d’action d'un groupement protecteur photo-labile. Dans cet
exemple, un substrat biologique est rendu inactif par liaison covalente avec un tel groupement. Le
substrat ainsi protégé (souvent appelé « composé cagé ») est ensuite introduit dans un organisme
vivant (par perméation trans-membranaire par exemple). Il est alors irradié, ce qui conduit a la pho-
tolyse du composé cagé. Le substrat libéré peut interagir avec un récépteur ce qui induit finalement
une réponse biologique.

Une nouvelle dimension est atteinte avec 'apparition de I'excitation biphotonique qui permet
de réaliser des activations avec une résolution spatiale de 'ordre du femtolitre. En 1994, Denk est le
premier a réaliser la photo-déprotection d'un neurotransmetteur dans une cellule en utilisant I'exci-

tation biphotonique.?!%?

t REPONSE
‘ * _ e 7 ' > soociouE

récepleur composeé cagé récepteur + sous-proault
nactlt subsitrat actif

FIGURE 1.1 - Principe d’action des groupements protecteurs photo-activables.

De méme qu'il existe des groupements protecteurs de molécules biologiques®! ou d’ions inorga-
niques,®? des groupements protecteurs de protons ont aussi été développés. Deux plateformes ma-

jeures vont etre évoquées :
i. la plateforme ortho-nitrobenzyle;

ii. la plateforme (coumarin-4-yl)méthyl ester. (¢

[c]. Une plateforme moins citée et basée surlalibération d'un carboxylate a partir d'un a-céto-amide a été développée. 33

Elle n’a pour I'instant pas trouvé d’application relevante.
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1.1. LES GROUPEMENTS PROTECTEURS DE PROTONS

1.1.2 Plateforme ortho-nitrobenzyle

Le groupement protecteur ortho-nitrobenzyle est le groupement protecteur photo-activable le
plus étudié et le plus utilisé dans la littérature. La figure 1.2 montre trois groupements protecteurs de

protons mettant en jeu le squelette ortho-nitrobenzyle.

NO, o NO, o NO,
P noo CHO
o’ 0 0-§-0

2-hydroxyphényl-1-(2-nitrophényl)éthyl phosphate 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate 2-nitrobenzaldéhyde

FIGURE 1.2 — Groupements protecteurs de protons basés sur la plateforme ortho-nitrobenzyle.

Les deux premieres molécules de la figure 1.2 sont des groupements protecteurs de phosphate 2”34

et de sulfate?”3°

respectivement et libérant également un proton. Le mécanisme de photo-déprotection
du proton est présenté sur la figure 1.3.3°
Sous irradiation lumineuse, le 1-(2-nitrophényl)éthyl ester subit le réarrangement ortho-nitro-

benzyle largement étudié dans la littérature 3637

pour donner I'acide nitronique. Ce dernier, en équi-
libre avec I'anion aci-nitro, peut libérer un proton. L'acide nitronique peut aussi évoluer vers la forme
bicyclique qui va finalement se rompre pour libérer une cétone a-méthylée, 'espece RO ~ et un pro-
ton. La valeur du pK; de 'anion RO ~ détermine la quantité de proton que le 1-(2-nitrophényl)éthyl
ester peut relacher. En effet, si le photo-produit RO~ est trop basique, il va neutraliser les protons
photo-générés. 4 En particulier le 2-hydroxyphényl phosphate libéré par photolyse de la molécule
de 2-hydroxyphényl 1-(2-nitrophényl)éthyl phosphate présentée sur la figure 1.2 a un pK, de 5.3,
empéchant I'acidification d’une solution en dessous de pH = 5.3* De méme, le sulfate issu de la pho-
tolyse du 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate a un pK, de 1.9 ce qui permet d’acidifier une solution jusqu’a
pH = 2.

Le rendement quantique de libération du proton est élevé pour cette plateforme (0.47 pour le 1-
(2-nitrophényl)éthyl sulfate)3Y et la cinétique de libération du proton (qui dépend aussi des pK;, de
I'acide nitronique et du photo-produit libéré) est rapide : par exemple le 1-(2-nitrophényl)éthyl sul-
fate libére environ 1 mM de protons en 200 us en partant de pH = 7 en excitant a 355 nm par un flash
laser d'une durée d’'une nanoseconde avec une énergie de I'ordre d'une centaine de millijoules. 333

La troisiéme molécule présentée sur la figure 1.2, 'ortho-nitrobenzaldéhyde, a une photochimie
légerement différente de celle des esters de phosphate ou de sulfate protégés.3>4° La figure 1.4 pré-
sente le mécanisme de la libération de protons.

Sous irradiation, I'ortho-nitrobenzaldéhyde subit lui-aussi le réarrangement ortho-nitrobenzyle
pour donner un acide nitronique capable de relacher un proton pour donner I’anion aci-nitro. L'acide

peut aussi se refermer sous forme d’'une molécule cyclique qui évolue ultimement pour générer un

[d]. Létude compléte du mécanisme est plus complexe puisque deux phénomenes de libération du proton sont en com-
pétition. Le premier vient de la formation de I'acide nitronique puis de son ionisation. Le second émane de la rupture du

bicycle. Ces deux phénomenes n’ont d’ailleurs pas la méme cinétique. La référence 38 ¢tudie ce mécanisme en détail.
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CHAPITRE 1. LES MODIFICATIONS DE L’ACIDITE PHOTO-INDUITES DANS LA LITTERATURE

O. -0 O. .OH eO Oe
NG Me \Nl’(a Me N|/® Me
¥z ¥z
OR hv OR OR ®
JE——— —_— + H
acide nitronique ion aci-nitro
HO, o)
N-O S
Me Q
OR . Me + Roe + |-|®

forme cyclique

FIGURE 1.3 — Mécanisme illustrant la libération d’'un proton sous illumination d'une molécule de la plateforme

1-(2-nitrophényl)éthyl ester.

eo (0] 6O OH 60 Oe
\N// \N/ ‘N’
(@) ¢ ¢
hv + H®
acide nitronique jon aci-nitro
HO,
N-O o‘\N 0
(6] _— S} ®

forme cyclique

FIGURE 1.4 — Mécanisme illustrant la libération d’'un proton sous illumination d'une molécule de la plateforme

ortho-nitrobenzaldéhyde.
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1.1. LES GROUPEMENTS PROTECTEURS DE PROTONS

ion carboxylate et un proton.*!

Comme dans le cas des esters protégés, la valeur du pK, du photo-produit est cruciale. Dans le cas
de la molécule d’ortho-nitrobenzaldéhyde, I'ion carboxylate produit a un pK;, d’environ 3.5%° ce qui
rend cette molécule moins adaptée que le 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate a générer de larges modifi-
cations du pH. A contrario, Abbruzzetti et al. ont montré que la libération des protons est plus rapide
avec la plateforme ortho-nitrobenzaldéhyde : par exemple dans les mémes conditions expérimen-
tales (pH initial de 7, excitation par un flash laser d'une durée d'une nanoseconde a 355 nm et d'une
énergie de 'ordre d’'une centaine de millijoules) la libération d’environ 1 mM de protons est obtenue
en quelques nanosecondes avec la molécule ortho-nitrobenzaldéhyde?? alors qu’elle prend environ

200 us avec le 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate. ¢!

A titre d’exemple d’utilisation des groupements protecteurs de protons de la plateforme ortho-
nitrobenzyle, le 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate a été récemment utilisé pour induire le dépliement de
la myoglobine sous excitation lumineuse.3° En effet, & I'état natif, la myoglobine a une conformation
hautement repliée dans laquelle 'héme se trouve dans une poche hydrophobe. En milieu acide (vers
pH = 4) la myoglobine subit des modifications conformationnelles qui conduisent a son dépliement
provoquant ultimement la libération de 'héme. Abbruzzetti et al. ont ainsi montré qu'’il était possible
d’induire ce dépliement en irradiant la myoglobine en présence de 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate. La
cinétique de ce dépliement a été étudiée en suivant I’évolution de I’absorbance de 'héme en fonction
du temps. La figure 1.5 montre la variation de I’absorbance de la myoglobine a 633 nm apres appli-
cation de pulses laser d’intensité variable a 355 nm. L'ajustement des courbes a permis de montrer
que la cinétique du processus de dépliement di a I'acidification du milieu était en accord avec les

modeles généralement proposés par la littérature.
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FIGURE 1.5 - Cinétiques du dépliement en condition acide de la myoglobine apres photolyse d’'une durée d'une
nanoseconde du 1-(2-nitrophényDéthyl sulfate par un unique pulse laser a 355 nm. Les différentes courbes cor-
respondent a différentes énergies du pulse laser : 40 (A), 60 (B), 80 (C) et 120 mJ (D). T = 20°C et pH initial 7.05.
Reproduit d'aprés Abbruzzetti et al.%°

[e]. Le pKa del’acide nitronique joue un role important dans la cinétiques de libération et differe largement entre I'ortho-
nitrobenzaldéhyde (2.138) et le 1-(2-nitrophényl)éthyl sulfate (3.739).
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CHAPITRE 1. LES MODIFICATIONS DE L’ACIDITE PHOTO-INDUITES DANS LA LITTERATURE

1.1.3 Plateforme (coumarin-4-yl)méthyl ester

La protection d'un alcool, d'une amine ou d'un acide carboxylique par une coumarine a été inten-

42-4% mais ce n'est que depuis le début des années

sément étudiée et appliquée en milieu biologique
2000 que I'utilisation de protons cagés par des coumarines a été développée. La figure 1.6 montre
quelques structures de groupements protecteurs de protons de la plateforme (coumarin-4-yl)méthyl
ester. Par ailleurs, la figure 1.7 présente le mécanisme de photo-déprotection du proton : 'absorp-
tion d’'un photon géneére un état excité de la coumarine qui conduit, via un mécanisme de type SN1,
a l'ionisation de la molécule puis a 'addition d’'une molécule d’eau qui libere finalement un de ses
protons. Ainsi, comme expliqué dans le cas des groupements protecteurs précédents, des lors que
I'espéce ionique X~ n’est pas trop basique, il est possible d’acidifier le milieu. En particulier, I'ion dié-
thylphosphate, le méthane sulfonate ou le sulfate ont des pK; respectivement de 0.71, -1.54 et 1.98%°

permettant d’obtenir des solutions de pH proche de 1 sous illumination.

: Q Q
O—IID—OEt O—?—Me O—ISI—ONa
OEt @) (0]
X X AN
Me,N o” "0 Me,N (X6 Me,N o” "0
DMACM DMACM DMACM
diéthyle phosphate méthane sulfonate sulfate de sodium

FIGURE 1.6 — Groupements protecteurs de protons basés sur la plateforme (coumarin-4-yl)méthyl ester. DMACM :

(7-(diméthylamino)coumarin-4-yl)méthyl.
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FIGURE 1.7 — Mécanisme illustrant la libération d’'un proton sous illumination d'une molécule de la plateforme

(coumarin-4-yl)méthyl ester.

Les molécules présentées absorbent généralement dans le proche UV (aux alentours de 330-
365 nm) et possedent des sections efficaces de photo-déprotection environ trois fois plus élevées que
celles des groupements protecteurs de la série ortho-nitrobenzyle. > Ainsi, en appliquant un pulse lu-
mineux d'une durée d'une nanoseconde et d’énergie 200 mJ, le pH d’une solution initialement neutre

et contenant 200 uM de DMACM sulfate de sodium chute de 3 unités avec un temps caractéristique
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de l'ordre de quelques nanosecondes. De plus les molécules de cette plateforme peuvent subir une

déprotection par excitation biphotonique a 728 nm.

La molécule DMACM diéthyle phosphate a été utilisée par Serowy et al. pour évaluer le coeffi-
cient de diffusion des protons a la surface d’'une membrane lipidique.*® Pour cela les auteurs ont
enrichi une membrane lipidique avec des lipides marqués par une fluorescéine dont l'intensité de
fluorescence varie avec le pH. Cette membrane ainsi modifiée est mise en contact avec une solution
contenant la molécule DMACM diéthyle phosphate. Une petite zone de la membrane a été irradiée
par un flash UV pour générer un pulse de protons qui vont diffuser a la surface de la membrane. L'évo-
lution de I'intensité de fluorescence de la fluorescéine indicatrice du pH a été suivie dans une autre
zone distante d’'une longueur s de la premiére (voir figure 1.8). Ainsi, le moment ou1 la fluorescence de
la fluorescéine commence a évoluer indique I'arrivée des protons dans la zone d’observation. L'étude
du temps caractéristique de variation de la fluorescence dans la zone d’observation en fonction de la
distance s permet ainsi de remonter au coefficient de diffusion des protons a la surface de la mem-

brane. 46

zone B< s zone

d'observation d'irradiation

FIGURE 1.8 — Schéma représentant la surface de la membrane enrichie en lipides fluorescents utilisée par Serowy
et al. La zone d’'irradiation correspond a la surface sur laquelle un pulse UV a été envoyé pour libérer des protons
par photo-excitation du DMACM diéthyle phosphate. La variation de l'intensité de fluorescence de la fluorescéine

a été suivie dans la zone d'observation. Reproduit d’apres Serowy et al. *

1.1.4 Avantages et limitations des groupements protecteurs de protons

Bien que nous n’en ayons cité que deus, il existe de nombreuses autres applications des groupe-

ments protecteurs de protons tant dans le domaine de la chimie*’ que de la biologie. 313448

Lattrait pour ce type de systéme a plusieurs origines :

— de nombreux groupements protecteurs existent et certains d’entre eux — dont le groupement
ortho-nitrobenzyle — ont été étudiés de maniere extensive et continuent de donner lieu a de
nombreuses publications;

— certains composés comme le 2-hydroxyphényl-1-(2-nitrophényl)éthyl phosphate sont com-
merciaux;

— la vitesse de photo-déprotection est rapide (largement au dela des temps accessibles avec les
méthodes d’'introduction mécaniques) ;

Cependant deux limitations majeures sont a noter :
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— la perturbation de la concentration en protons obtenue avec des groupements protecteurs est
irréversible. Il n’est donc pas possible d'imaginer une modulation périodique du pH basée sur
ce type de plateforme;

— les sous-produits de la photo-déprotection de type 2-nitrosoarylcarbonyles sont présentés comme
des composés tres réactifs et potentiellement toxiques pour les systemes biologiques ce qui li-

mite les applications in vivo.*’

1.2 Les «super acides » al’état excité

1.2.1 Présentation de la plateforme

Certains composés aromatiques sont connus pour subir une forte modification de leur distribu-
tion électronique sous excitation lumineuse les rendant ainsi largement plus acides a I’état excité qu’a
I'état fondamental.®® De maniére plus précise, Férster a montré que cet effet se manifeste deés lors que
la base conjuguée (notée A) de ’acide en question (noté AH) présente un déplacement bathochrome
de son maximum d’absorption ou d’émission. Il a ainsi démontré que si les réactions acide-base im-
pliquant les espéces a1'état fondamental (AH et A) et a1'état excité (notées AH” et A™) sont aI’équilibre
thermodynamique, alors la différence entre le pK; du couple al’état fondamental (noté pKy) et al’état

excité (noté pK};) est donnée par la relation :
PKy —pKa=—rr— 1.1)

ol v; et v, sont les fréquences associées aux transitions entre AH et AH “etAetA” respectivement.

Le diagramme d’états simplifié de la figure 1.9 permet de justifier ce résultat puisque pK; =
AG; /2.3RT et pK, = AG,/2.3RT.

Ainsi, toutes les molécules prototropes qui se colorent lorsqu’elles sont déprotonées sont sensées
étre de puissants acides a I’état excité. Cependant, pour que la libération d'un proton sous excitation
soit efficace, il faut que la vitesse de la rupture de la liaison entre '’hydrogene et le reste de la molécule
soit plus rapide que les vitesses des processus de relaxation radiatifs et non-radiatifs. Ainsi seules
quelques molécules dont les liaisons avec I'hydrogene sont particulierement fragiles ou qui ont un
état excité particulierement stable présentent réellement un caractere acide a I'état excité.>!

Parmi ces molécules, on trouve de nombreux hydroxyarénes comme la pyranine (hydroxypyrenetrisulfonate),
les naphtols et les naphtolsulfonates représentés sur la figure 1.10. [l A 'état fondamental le pK, de
la fonction phénol est de 'ordre de 10. A I'état excité, le pK, peut chuter a des valeur trés faibles, par-
fois négatives. On parle alors de « super acide » a 1'état excité.®! Ainsi, les molécules de la figure 1.10
présentent une forte variation de leur acidité a I'état excité et leur étude a montré qu’elles ont les
caractéristiques cinétiques adaptées pour libérer des protons sous excitation lumineuse. %>~%°

Smith et al. ont mis en évidence une variation de la quantité de protons d'un milieu sous excita-
tion lumineuse en irradiant la pyranine a 347 nm avec un laser délivrant des pulses d’environ 50 m] et

d'une durée de 50 ns. Le temps caractéristique d’éjection du proton a été évalué a quelques dizaines

[f]. Ces molécules ont été particulierement étudiées car elles sont commerciales, stables thermiquement et photochimi-

quement et présentent une forte fluorescence (ce qui facilite leurs études spectroscopiques).
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k*pt ®
*AH — A + H
k*
-pt
: AG*,
: hva [[K iK'
hve|| ki ke 000 ToooooTooeood
E AG,
AH A + H®
k»pl

FIGURE 1.9 — Diagramme d’états simplifié permettant de justifier I'équation 1.1. kps, k_pr, k;t et kﬁ"p[ sont les
constantes cinétiques associées aux réactions acido-basiques a I'état fondamental et a l'état excité. ky, k}, knr
et ki, sont les constantes de vitesse de processus radiatifs et non radiatifs respectivement. Reproduit de Tolbert et
al.>!

OH
) TCO
®O3S
803e
2-naphtol 2-naphtol-6-sulfonate 1-naphtol-4-sulfonate
pKy=9.5 pKy=9.1 pK5;=8.3
pKa*=2.8 pKa*= 1.6 pKy*=-0.1

038 OH
C

O OH
] |OO
03S SO?

pyranine 1-(2-nitroéthyl)-2-naphtol
pKa=7.7 pK,=8.8
pKy*= 0.5 pKg*=1.5

FIGURE 1.10 — Valeurs des pK, de I'état fondamental et de I'état excité des molécules 2-naphtol,* 2-naphtol-6-

sulfonate,® I-naphtol-4-sulfonate,*® pyranine® et 1-(2-nitroéthyl)-2-naphtol.>*
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de picosecondes.®® Une fois libérés les protons peuvent réagir avec les bases présentes dans le milieu
(dont le solvant).

Ainsi, la protonation d'un indicateur de pH et le suivi de son absorbance ou de sa fluorescence
permet de déterminer la quantité de protons relachés et d’étudier la cinétique de relaxation. En uti-
lisant le vert de bromocrésol dont le pK, vaut 4.7, Gutman et al. ont mis en évidence la libération
d’environ 10™* M de proton a partir d’une solution initialement & pH neutre, soit une variation d’en-
viron trois unités de pH dans les mémes conditions que Smith et al.>

Le pH revient ensuite a sa valeur initiale environ 1 s apres la fin du pulse laser. Ce temps est
largement plus grand que celui de désexcitation du photo-acide (le temps de vie de I'état excité de la
pyranine est de I'ordre de quelques nanosecondes°®). En effet, la déprotonation de I'indicateur coloré
(ou de toute base qui a été protonée lors de I'expérience) et le retour du proton sur la base conjuguée
du photo-acide est généralement I'étape cinétiquement déterminante. >’ Pour le vert de bromocrésol

le temps de déprotonation a été estimé a environ une microseconde.

Les transferts de proton a I'état excité des dérivés du naphtol ont été largement étudiés théori-
quement, en particulier dans le contexte de I'analyse de la dynamique des transferts de protons en
solution aqueuse. 5258 Par ailleurs, I'utilisation des « super-acides » a donné lieu a quelques appli-
cations pour I'étude des transferts de protons en milieu biologique. >%%°

A titre d’exemple, Nachliel et al. ont étudié la réponse de I'enzyme lactose perméase de Esche-
richia coli & une série de pulses de protons générés par irradiation de la pyranine.®! Pour cela, la
protéine a été modifiée par adjonction covalente d'un fluorophore sensible a la présence de protons.
Soumise a des pulses de protons a différents pH initiaux, Nachliel et al. ont pu montrer que la ciné-
tique de diffusion des protons vers certains résidus de la protéine pouvait varier sur cinq ordres de
grandeur. IIs ont ainsi mis en évidence I'existence de deux formes conformeéres de la protéine dont la

stabilité relative est réglée par le pH du milieu.

1.2.2 Avantages et limitations des molécules « super acides » al’état excité

Les photo-acides a I’état excité ont I'avantage de libérer une quantité importante de protons a une
échelle de temps de I'ordre de quelques nanosecondes. De plus, les molécules utilisées sont générale-
ment faciles d’acces et fluorescentes ce qui favorise leurs études physico-chimiques. Contrairement
aux groupements protecteurs de proton, aucun sous-produit toxique n’est formé.

Par ailleurs, la réaction de protonation est réversible, ce qui peut permettre de moduler périodi-
quement la libération des protons a condition d’exciter périodiquement le systeme (ce qui est aisé
avec un laser pulsé).

A contrario, le temps de relaxation des molécules a I'état excité est trés court (quelques nanose-
condes). Ainsi, la libération d'une quantité notable de protons nécessite I'utilisation d'une excitation
lumineuse puissante. On ne peut donc pas imaginer de modifier le pH d’une solution de plusieurs

millilitres en utilisant cette plateforme. (¢!

[g]. Lintensité des pulses lumineux ne peut pas étre augmentée a I'infini sous peine de détruire les molécules, de chauffer

intensément le solvant ou d’endommager le dispositif d’étude.
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De méme, il n’est pas possible d’obtenir une acidification d’'une durée plus grande que la micro-
seconde avec des conditions d’éclairement compatibles avec les systemes d’étude. C’est pourquoi de
nouvelles molécules permettant une acidification d'une durée plus longue ont été mises au point.
Ainsi, Nunes et al. ont montré récemment que le 1-(2-nitroéthyl)-2-naphtol (voir figure 1.10) irradié
par un pulse laser de 3 mJ d'une durée de 5-6 ns a 266 nm permet de diminuer le pH d’'une solution
neutre d’environ une unité.>* Le temps caractéristique de retour a la neutralité est d’environ une se-
conde ce qui permet de sonder des systemes chimiques plus lents que ceux étudiés par Gutman et

al.

1.3 Les photo-acides photochromes

1.3.1 Présentation générale des molécules photochromes

Le photochromisme est défini comme la transformation réversible d'une espéce chimique A sous
une excitation lumineuse en une autre espece chimique B, les deux espéces A et B ayant des spectres
d’absorption différents.%2-%* La figure 1.11 donne I'exemple de la transformation A== B dans la-
quelle la molécule A (stable thermiquement), est transformée en B par excitation dans I'UV. La ré-
action inverse peut étre activée thermiquement ou photochimiquement en excitant B a longueur

d’onde plus élevée (ici environ 600 nm).
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FIGURE 1.11 - Reproduit de Bouas-Laurent et al. %

S’il existe quelques photochromes naturels comme le rétinal ou le phytochrome Pr,5? la plupart
d’entre eux sont synthétisés a des fins académiques ou industrielles. Quelques exemples de molé-
cules photochromes parmi les plus couramment utilisées sont fournis sur la figure 1.12. Tous ces
systémes ont été particulierement bien décrits dans la littérature, sont facilement fonctionnalisables
et sont connus pour étre résistants a la fatigue. " Certains systémes présentent une réversibilité ther-
mique (spiropyranes, spirooxazines® et certains azobenzénes 7). Pour d’autres, la réaction de ré-
isomérisation B—A n’est controlée que par la lumiere (diaryléthenes, 68 fulgides, 69 certains azoben-

zénes "), La liste des systémes photochromes ne se limite pas aux exemples de la figure 1.12 puis-

[h]. La fatigue d’'un composé photochrome peut étre définie comme la perte de réversibilité due a la photo-dégradation,

au photo-blanchiment, a la photo-oxydation ou a toute autre réaction parasite.
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qu’on trouve aussi les chalcones, les alcénes, les quinones, de nombreux sels inorganiques etc. 5

R Spiropyrane

Spirooxazine R

Fulgide Rz Ry O

R F
F
F
| DY |
IS S Diaryléthene
| S
7N
N | SN
% Azobenzéne

FIGURE 1.12 - Exemples de plateformes photochromes parmi les plus utilisées.

En chimie fondamentale, les applications des molécules photochromes sont nombreuses : sto-

2 69,73,74 6

ckage de données, "> commutation optique, optique non linéaire, ”° chimie supramoléculaire, ’

77

machines moléculaires ‘ etc.

En chimie industrielle, I'application la plus courante du photochromisme appartient au champ
des verres ophtalmiques : des molécules photochromes sont introduites dans le matériau compo-
site des verres de lunette. Les verres s’assombrissent ainsi quand la lumieére du soleil est trop forte et

redeviennent translucides quand la lumiere baisse (voir figure 1.13). 8

Enfin, le photochromisme est un champ tres vaste et aujourd’hui encore en pleine extension. La
littérature compte ainsi plus de 10000 références sur le domaine (dont la moitié publiées depuis 20
ans) et plusieurs ouvrages et revues lui sont consacrés.>8° Dans cet exposé, nous ne retiendrons

donc que les photochromes qui ont été utilisés pour photo-moduler I'acidité d’'un milieu.
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FIGURE 1.13 - Dessin illustrant le role de molécules photochromes dans des verres de lunette : les verres s'assom-

brissent quand il y a du soleil et redeviennent transparents la nuit ou si le ciel se couvre.

1.3.2 Plateforme diaryléthene

Les diaryléthénes possédant deux groupements thiophenes reliés a un cyclopenténe perfluoré
sont les photochromes thermiquement irréversibles les plus utilisés du fait de leur tres grande résis-
tance 2 la fatigue ! et de leur grande sensibilité. 5881

Les équipes de Lehn®2 puis d'Irie, 83 se sont appuyées sur ce type de photochromisme pour construire
une plateforme dont le pK, varie sous excitation lumineuse.

La figure 1.14 montre la structure d'une des molécules synthétisées par Irie et al. ainsi que la
réaction d’électro-cyclisation photochimique permettant de passer de la forme ouverte (possédant
une structure hexatriéne) a la forme fermée (possédant une structure cyclohexadiene). Le dosage
spectrophotométrique du phénol des formes ouvertes et fermées dans un mélange méthanol / eau
(5/2) amontré que la forme ouverte a un pK, de 10.2 alors que celui de la forme fermée vaut 9.0.

La différence d’acidité entre les deux formes est due a la différence de conjugaison le long du sque-
lette carboné. Dans la forme ouverte, le phénol est conjugué a un groupement OMe qui est mésomere
donneur alors que dans la forme fermée, il est conjugué a un pyridinium qui est mésomere attracteur.

Le phénolate conjugué est déstabilisé dans la forme ouverte et stabilisé dans la forme fermée, d’ou

une forme ouverte moins acide que la forme fermée.

A notre connaissance, cette molécule n’a pas encore trouvé d’application.

1.3.3 Plateforme triphénylméthane

Les leucohydroxides de triphénylméthane sont connus pour étre des molécules photochromes
qui subissent une rupture hétérolytique de la liaison C-O sous irradiation UV.” La figure 1.15 illustre
ce photochromisme sur I’exemple de la base carbinol du vert malachite. Les rendements quantiques
de cette réaction sont généralement importants (entre 0.25 et 1 selon la molécule et le solvant®?) si
bien que la rupture de la liaison peut avoir lieu en un temps caractéristique de I'ordre de quelques
dizaines de microsecondes. 8

Irie a ainsi utilisé ce processus pour générer des ions hydroxyde sous irradiation UV.# La base car-

[il. Certains diaryléthenes sont capables de subir 13000 cycles sans se dégrader significativement. 80
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Forme ouverte Forme fernée
pKy =10.2 pKy=9.0

FIGURE 1.14 - Photo-conversion entre les deux isomeres de la molécule synthétisée par Irie et al. dont les valeurs
des pK, (déterminées dans un mélange méthanol / eau (5/2)) different.

binol du vert malachite étant peu soluble dans I'eau, il a rajouté un surfactant cationique (le chlorure

de dodécyltriméthylammonium) au systéme.
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FIGURE 1.15 - Bilan de la photo-dissociation de la base carbinol du vert malachite.
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FIGURE 1.16 — Variation photo-induite du pH d’'une solution aqueuse contenant la base carbinol du vert ma-
lachite (& la concentration de 4.8 10~* M) et du chlorure de dodécyltriméthylammonium (& la concentration de
107! M) irradiée dans 'UV. Le pH a été mesuré avec un pHmeétre. Le pH initial est contrélé par ajout de soude. T
= 35°C. Reproduit depuis Irie.®

La figure 1.16 montre I’évolution du pH d’'une solution aqueuse contenant la base carbinol du
vert malachite et du chlorure de dodécyltriméthylammonium irradiée dans 'UV. U! Lexpérience a été
répétée trois fois avec des pH initiaux différents. On voit que dans le meilleur des cas, une variation
de pres de 5 unités de pH est atteinte. Quand I'excitation UV est coupée, le systéme relaxe thermique-

ment vers le pH initial sur une durée d’'une quinzaine de minutes : I'ion hydroxyde initialement libéré

[jl. Lintensité de lumineuse utilisée n’est pas précisée dans l'article, pas plus que la valeur exacte de la longueur d’onde.
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se ré-additionne sur le cation triphénylméthane pour redonner la base carbinol du vert malachite.
Irie a par ailleurs montré que la dynamique de relaxation thermique du systéme peut étre mo-
dulée en changeant les substituants de la molécule. Par exemple, la sulfonation du phényle non sub-
stitué de la base carbinol du vert malachite augmente le temps de relaxation thermique d'un facteur
10. ™ Par contre, la transformation d'un des deux substituants diméthylamine de la molécule en tri-
méthylammonium diminue le temps de relaxation thermique d’un facteur environ 5.8° A cette date,

aucune étude systématique de cette dynamique de relaxation thermique n'a cependant été réalisée.

Ce systéme a été appliqué par Liu et al. au photo-controle de la conformation d'un brin ’ ADN. 8%
La littérature explicite plusieurs stratégies pour réaliser un tel photo-contréle mais toutes ces stra-
tégies utilisent des groupements protecteurs photo-labiles covalemment liés au brin d’ADN : le brin
d’ADN utilisé n’est donc pas naturel.8”8 Liu et al. utilisent un 21 mer d’ADN 5’-CCCTAACCCTAA-
CCCTAACCC-3’ non modifié connu pour changer de conformation en conditions légerement acides.
En milieu neutre ou basique la séquence d’ADN est sous forme d'un simple brin. En milieu acide,
elle se replie sur elle-méme pour donner une structure nommée « motif en i»%° (voir figure 1.17 a).
Cette organisation particuliere du brin est due a une interaction faible de type liaison hydrogene entre
une cytosine et une cytosine protonée (voir figure 1.17 b). La modification de la conformation entre
I’état simple brin et I’état « motifs en i» peut étre mise en évidence par spectroscopie de dichroisme

circulaire.

FIGURE 1.17 — a : schéma d'un brin d’ADN qui prend une conformation de type « motif en i». b : interaction
faible entre une cytosine et une cytosine protonée responsable de la stabilité de la conformation de type « motifen
i» d'un brin d’ADN.

Le dessin de la figure 1.18 a présente le schéma de principe de I'expérience proposée par Liu et
al. Une solution contenant le brin d’ADN 5’-CCCTAACCCTAACCCTAACCC-3’, la base carbinol du vert
malachite et du chlorure de dodécyltriméthylammonium est éclairée par une lampe UV. Initialement
le systeme est 1égerement acide et ’ADN est donc sous forme de « motif en i». Sous irradiation, le sys-
téme photochrome étudié par Irie libére des ions hydroxyde, le pH du milieu augmente, les cytosines
sont finalement déprotonées et la forme « motifs en i » devient instable. Quand I’excitation lumineuse
est coupée, les ions hydroxyde sont captés par le cation triphénylméthane, le pH diminue, les cyto-
sines se protonent et les « motifs en i » se reforment. La figure 1.18 b montre I'évolution de 'ellipticité

a4 285 nm au cours du temps. I Cette évolution temporelle met en évidence le photo-controle de la

[k]. Cet effet est di a 'interaction coulombienne répulsive qui défavorise le retour de I'ion hydroxyde.
[Il. Une expérience préliminaire a montré qu'une valeur élevée de 'ellipticité a 285 nm caractérise la forme « motifs en

i» alors qu'une valeur faible caractérise la forme simple brin. 86
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modulation périodique de la conformation de 'ADN. ™
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FIGURE 1.18 — a : Schéma de principe de l'expérience de photo-modulation de la conformation du brin ’ADN
5’-CCCTAACCCTAACCCTAACCC-3’ en présence de la base carbinol du vert malachite et du chlorure de dodécyl-
triméthylammonium. b : Suivi de I'évolution de l'ellipticité en fonction du temps d’'une solution contenant le brin
d’ADN 5’-CCCTAACCCTAACCCTAACCC-3;, la base carbinol du vert malachite et du chlorure de dodécyltriméthy-
lammonium. Reproduit depuis Liu et al. %6

1.3.4 Plateforme azobenzéene

La plateforme azobenzeéne est caractérisée par un squelette moléculaire dans lequel deux noyaux
aromatiques sont reliés par une liaison azo N=N. La molécule la plus simple de la plateforme est
I'azobenzeéne dont la structure est présentée sur la figure 1.21 a.

On divise généralement les azobenzeénes en trois classes en fonction de I'énergie des transitions

n— m*et ® — n*comme illustré sur la figure 1.19 : 7

i. la classe «azobenzene » dont les membres présentent généralement une bande intense dans
le proche UV correspondant a la transition 7 — 7 *et une bande plus faible dans la limite infé-

rieure du visible correspondant a la bande n — 7*;

ii. la classe « aminoazobenzeéne » dont les membres possedent un groupement électrodonneur
en position ortho ou para d'un des noyaux aromatiques (typiquement un groupe dialkylamino
ou alkylhydroxyle). La transition 7 — 7 *est ainsi déplacée vers le rouge par effet bathochrome
di a 'augmentation de la conjugaison. La transition n — n*est globalement peu sensible a la
modification de structure : la bande reste faible et dans la limite inférieure du visible (elle peut

apparaitre comme un épaulement a la bande de la transition 7 — 7).

iii. laclasse « pseudostilbene » dont les membres possedent un effet push-pull dG a un substituant
électrodonneur en ortho ou para d'un des noyaux aromatiques et a un substituant électroat-
tracteur en ortho ou para de I'autre (typiquement un groupement nitro). Pour ces composés,
la bande correspondant a la transition 7 — 7" est encore plus déplacée vers le rouge et elle re-

couvre intégralement la bande n — 7" qui n'est généralement pas visible.

[m]. La diminution de de la valeur moyenne de 'ellipticité est attribuée a la photo-dégradation de ’ADN.
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FIGURE 1.19 - a : Structures de trois molécules appartenant aux trois différentes classes d’azobenzene : I'azoben-
zene, le 4-diméthyaminoazobenzene et le 4-diméthylamino-4’-nitroazobenzéne. b : Spectres d’absorption dans
le n-hexane associés a ces trois molécules. Traits : azobenzene; tirets : aminoazobenzéne; pointillés : pseudo-

stilbéne. "’ Reproduit et adapté d’apres Deloncle.*°

La photoisomérisation modifie considérablement le spectre d’absorption de la molécule comme
illustré sur la figure 1.20 pour le 4-diméthylaminoazobenzeéne. L'intensité de la bande correspondant
a la transition 7 — 7 *est réduite et la bande se déplace vers le bleu. A contrario, la bande correspon-

dant a la transition n — 7*subit généralement un effet hyperchrome.

16}

N
N}

o
o

Absorbance

300 350 400 450 500
Wavelength (nm)

FIGURE 1.20 - Spectre d'absorption du 4-diméthylaminoazobenzene dans le benzéne a la concentration de
30 uM. Ligne : dans l'obscurité; points : illuminé 10 min avec une lampe « verte » de 100 W; tirets : illuminé

10 min avec une lampe « blue » de 100 W tirets + points : courbe extrapolée pour une solution contenant unique-
L 91

ment l'isomére cis. Reproduit d’apres Brode et a

Labsorption des azobenzeénes a des longueurs d’onde élevées a rendu la plateforme attractive
pour l'industrie textile qui I’a largement utilisée comme colorant. Cependant dés le début du siecle,
la littérature rapporte que les solutions d’azobenzeéne ont tendance a perdre leur couleur voire a en
changer quand on les abandonne a la lumiere du soleil. En 1937 un article dans Nature propose la

formation réversible d’'un autre isomere de la molécule sous illumination :

The phenomenon/[The lack of reproducibility when determinating the solubility of azo-

benzene by photometric method], persisting after repeated recrystallization of the azo-benzene,
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seemed consistent only with a reversible formation of a polymer or isomer, both forward
and backward reactions being activated by light and the thermal reaction being very slow

at ordinary temperatures. %

Il sera ainsi montré que le photochromisme de la plateforme azobenzene est basé sur la pho-
toisomérisation de la double liaison N=N. 719394 isomeére trans (thermodynamiquement stable) est
converti en isomére cis sous illumination. " Cette isomérisation est rapide et propre puisque l'iso-
meére cis est produit de maniére univoque (sans sous-produit de dégradation par exemple). %

Lisomere cis est métastable et relaxe thermiquement vers 1'état trans avec une cinétique qui
dépend beaucoup de la structure de la molécule.” En effet, un azobenzeéne de la classe « azoben-
zene » relaxe a I’échelle de quelques heures (parfois quelques jours) alors que le temps caractéris-
tique de retour thermique des molécules de la classe « aminoazobenzéne » est de quelques minutes
et celui de ceux de la classe « pseudostilbéne » est généralement inférieur a la seconde. 7%100-101

Par ailleurs, I'isomére cis peut aussi subir une isomérisation photochimique redonnant I'isomeére
trans (figure 1.21 a). Cette photoconversion a généralement lieu a une longueur d’onde plus haute
que la réaction trans—cis mais il existe des systémes pour lesquels les bandes d’absorption des iso-
meres trans et cis se recouvrent. Dans ce cas, I'illumination a une longueur d’onde comprise dans la
bande d’absorption conduit a un état photostationnaire ol les espéces trans et cis sont conjointement
présentes dans des proportions liées aux caractéristiques physico-chimiques du systéme (coefficient
d’absorption molaire, rendements quantiques de photoconversion, constante de vitesse des réaction
thermiquement activées). Un diagramme d’état simplifié est présenté sur la figure 1.21 b et permet de
résumer tous les processus d’interconversion possibles ainsi que les parametres physico-chimiques

caractérisant chacun de ces processus.

Les applications du photochromisme des azobenzenes sont innombrables et appartiennent a des

champs variés de la chimie : optique non linéaire,”® chimie supramoléculaire, '°'1% biochimie, 13

polymere photosensibles, 1°* mémoire optique. 1%

En effet, la plateforme azobenzene présente plusieurs propriétés favorables :

- l'isomérisation génere un changement de structure important ce qui entraine des modifica-
tions fortes des propriétés de I'objet dans lequel I’azobenzene est incorporé;

— les réactions photochimiques sont rapides et univoques et la relaxation thermique est modu-
lable;

— les molécules sont robustes chimiquement, peu sensibles a la fatigue et facilement fonctionna-
lisables.

Il n’est donc pas étonnant de trouver au sein de cette plateforme, plusieurs séries de molécules

ayant des propriétés de photo-acide. Nous en présentons deux dans cet exposé.

Travaux de Hecht

La photoisomérisation trans/cis du squelette azobenzéne a été mise a profit pour modifier la ba-

sicité d’'une pipéridine par Hecht et al.'%1%7 Cette pipéridine est reliée covalemment a un noyau

[n]. Cette réaction a été extensivement étudiée dans la littérature méme si son mécanisme reste aujourd’hui encore sujet

a controverse. 3597
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FIGURE 1.21 - a : Interconversions entre les état trans et cis de I'azobenzéne. La réaction trans— cis est activée
photochimiquement et la réaction cis— trans peut étre activée photochimiquement ou thermiquement. b : Dia-
gramme d’état Simplifié. € ;qns et €cis sont les coefficients d’absorption molaire des isoméres trans et cis respective-
ment et P rans et Pcis les rendements quantiques de photoconversion. k est la constante de vitesse de la réaction de

relaxation thermique.

aromatique tres volumineux via un azobenzene. La figure 1.22 montre que dans I'état trans de 1'azo-
benzeéne, le noyau benzénique encombré masque le doublet non liant de I'atome d’azote. Sous irra-
diation UV a 365 nm, I'azobenzéne de configuration trans s'isomérise pour donner la molécule de
configuration cis dans laquelle I'encombrant cycle benzénique est éloigné du doublet non liant. [°!
Un dosage par 'acide trifluorosulfonique dans I’acétonitrile a montré que I'isomeére cis est un ordre
de grandeur plus basique que le trans. Sous irradiation a plus haute longueur d’onde (> 400 nm),

I'isomere cis redonne I'isomeére trans alors qu’aucune relaxation thermique n’est observée.

108 rgaction proche de la conden-

La photo-base a été utilisée pour catalyser une réaction de Henry,
sation de Knoevenagel dans laquelle la base conjuguée du nitroéthane s’additionne sur un carbonyle
(voir figure 1.23).

Ainsi, la photo-base a été ajoutée a un mélange de 4-nitrobenzaldéhyde et de nitroéthane et1’évo-
lution de la concentration en produit a été suivie par RMN. Le graphe de la figure 1.23 montre que
dans I'obscurité (c’est-a-dire en présence de I'isomere trans de la photo-base dans lequel le doublet
non liant de 'atome d’azote est masqué), la réaction de Henry est trés lente. Sous irradiation, on ob-
serve une accélération de la vitesse de la réaction dans un rapport 40. Cette accélération est attribuée

ala formation de I'isomere cis plus basique qui est alors 8 méme de déprotoner le nitroéthane. 196107

Travaux de Haberfield

En 1987, Paul Haberfield propose un systeme 2-hydroxyazobenzéne dont les états trans et cis ne

109

présentent pas le méme pK, "~ et met en ceuvre son systéme pour CONCevoir une pompe a protons

[o]. Lisomere cis est formé a plus de 90 % et a un temps de demi-vie de I'ordre de 500 h a 20 °C. 106
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FIGURE 1.22 - a : Photoconversion entre les isoméres trans et cis de la photo-base de Hecht et al. sous irradiation.

b : Schéma de principe illustrant que dans l'isomere cis, le site basique de la pipéridine est disponible alors qu'il
est masqué dans l'isomere trans. Reproduit d’apreés Hecht et al. '
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FIGURE 1.23 - En haut : réaction de Henry entre le 4-nitrobenzaldéhyde et le nitroéthane en présence de la photo-
base de Hecht et al. En bas : variation de la concentration en produit de la réaction de Henry suivie par RMN apres
mélange de 4-nitrobenzaldéhyde (0.4 M, 1 éq.) et de nitroéthane (12 éq.) en présence de la photo-base de Hecht
et al. (10 mol%) dans le THF deutéré. Carrés : dans l'obscurité. Ronds : a l'état photostationnaire de l'azobenzéne

(contenant plus de 90 % de molécules de configuration cis). Reproduit d’apreés Hecht et al. 1%
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artificielle alimentée par la lumiere. '

La plateforme utilisée met en ceuvre des molécules de type azobenzéne appartenant a la série des
«aminoazobenzénes ». %111 Ces molécules ont la particularité d’avoir un groupement hydroxyle en
position 2 pouvant engager une liaison hydrogene intramoléculaire avec un des atomes d’azote de la
liaison N=N (voir figure 1.24).

Alissue d'un premier criblage de composés, Haberfield identifie une molécule dont le phénol de
la forme trans (dont 'acide est noté TH et la base conjuguée T ") a un pK, de 9.8. Sous irradiation
UV a 350 nm, I'isomére trans est converti partiellement en isomere cis (dont 'acide est noté CH et la
base conjuguée C ™). Le pK; du phénol de la forme cis est estimé a 7.0 (voir figure 1.24). [Pl 1 3 liaison
hydrogene intramoléculaire qui existe dans la forme trans stabilise le proton et diminue I'acidité du
phénol. Dans la forme cis, cette liaison hydrogene est topologiquement impossible : le proton phé-

nolique n’est pas stabilisé et le phénol est donc plus acide.

Cl Cl Cl Cl
hv

N
N7 — 7
""" H-O Cl hv +4 H-O ¢l

Trans Cis
pK;=9.8 pKa=7.0

FIGURE 1.24 — Interconversion entre les isomeres trans et cis de la plateforme 2-hydroxyazobenzene utilisée par

Haberfield. Les valeurs des pK, sont rapportées a un milieu aqueux mais ont été déterminées grdce au partage

des espeéces ioniques C~ et T~ entre la phase aqueuse et la phase organique.'%

De plus, Haberfield observe que le temps de relaxation thermique de la plateforme 2-hydroxyazo-

benzéne est court : il estime le temps de demi-vie de la molécule cis a quelques minutes.

Dans le contexte de la conversion d’énergie solaire en énergie chimique, Haberfield a mis en
ceuvre son photo-acide pour fabriquer une membrane liquide capable de transporter des protons
d’un de ses cotés a I'autre sous illumination UV.

Pour cela, il a réalisé le montage illustré sur la figure 1.25 dans lequel le photo-acide est dissous
dans un compartiment rempli de toluéne entouré de deux autres compartiments contenant des so-
lutions aqueuses de soude. La moitié du dispositif est illuminé a 350 nm tandis que I'autre moitié est
maintenue dans I'obscurité. Le dosage de la concentration en contre-ions dans les compartiments
aqueux (non explicité ici) permet de montrer que la concentration en ions hydroxyde diminue dans
le compartiment aqueux illuminé et augmente dans le comportement aqueux non illuminé. Pour jus-

tifier ce phénomene, Haberfield le décompose en plusieurs étapes explicitées schématiquement sur

[p]. Le 2-hydroxyazobenzéne étant peu soluble dans I'eau, Haberfield le dissout dans du toluéne qui est mis en contact
d’une solution aqueuse de soude. Lorsque I'une des formes du 2-hydroxyazobenzéne est déprotonée, elle peut passer par-
tiellement de la phase organique vers la phase aqueuse. Les pK; des isomeres trans et cis, sont alors déterminés par dosage

spectrophotométrique de la phase aqueuse.

41



CHAPITRE 1. LES MODIFICATIONS DE L’ACIDITE PHOTO-INDUITES DANS LA LITTERATURE

la figure 1.25:

1. sous illumination, des molécules TH du compartiment contenant le toluéne s’isomérisent en
CH;

2. CH, plus acide, est déprotoné par un ion hydroxyde a l'interface eau/toluéne de droite pour
donner C ~ dans le compartiment organique et de ’eau dans le compartiment aqueux de droite :

la concentration en ions hydroxyde diminue donc dans ce compartiment;;

3. lesions C~ diffusent et arrivent dans la partie non-illuminée du compartiment organique dans

lequel ils sont thermiquement ré-isomérisés en T~ ;

4. T~ est plus basique que C~ et peut déprotoner des molécules d’eau a l'interface eau/toluéne
de gauche. Des ions hydroxyde sont formés dans le compartiment aqueux de gauche et TH
est régénéré. Il peut ensuite diffuser vers la zone illuminée du compartiment organique ce qui

débute un nouveau cycle.

_ sens de déplacement des ions OHe

ion TH

lhv

CH oH°

CG> H20

sion

éne Soude

sens de déplacement des ions H®

FIGURE 1.25 - Schéma synthétique de la membrane liquide capable de transporter des protons sous illumination.
Reproduit et complété de Haberfield'% et De Silva. "

La zone blanche précise celle qui est irradiée et la grise, celle gardée dans I'obscurité.

1.3.5 Autres systemes

Quelques autres systémes photochromes peuvent étre trouvés dans la littérature. (9

Ainsil'acide ortho-coumarique de Matsuhira et al. possede un photochromisme de type éthyléne
(voir figure 1.26). Le phénol de 'isomere trans est légérement plus basique (pK, = 10.37) que celui de
I'isomere cis (pK, = 10.24) obtenu par irradiation 4 313 nm. '? Une excitation a4 405 nm de I'isomére
cis permet de reformer la molécule initiale. L'existence d'une liaison hydrogene entre I'oxygene dé-
protoné du phénolate et '’hydrogene de la fonction amide a été invoquée pour justifier la différence
de pKj,.

De méme, Jullien et al. ont étudié une 2,2’-azopyridine (voir figure 1.27). Le pK, d'une des fonc-

tions pyridine de la molécule trans a été mesuré par dosage spectrophotométrique et vaut 2.0 +0.1.

[q]. Lafaible modification de I'acidité de ces systémes sous illumination nous a poussé a ne pas les décrire in extenso. De

plus, aucune application de leur comportement photo-acide n’a été développée a ce jour.
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FIGURE 1.26 — Interconversion photochimique entre les stéréoisomeres trans et cis de la plateforme acide ortho-

coumarique. Les valeurs des pK, ont été mesurées en milieu aqueux.''?

Sous illumination & 320-330 nm, l'isomere cis se forme. Son pK; a été mesuré a 1.5+ 0.1.'!3 Pour
justifier cette observation, on peut supposer que dans I'isomere cis, les deux cycles pyridines ne sont
pas co-planaires. Lion pyridinium obtenu par protonation d'un des atomes d’azote n’est donc plus
stabilisé par I'effet donneur de I'autre cycle comme c’est le cas dans I'isomere trans. Lisomere cis est

donc moins basique que I'isomere trans : son pK, est moins élevé.

N.
= | hv | NN
| AN N:N \N N Z>N
~-N A e |
Trans Cis
pKy=2.0 pKs =15

FIGURE 1.27 - Interconversion photochimique entre les stéréoisomeres trans et cis de la plateforme 2,2’-

azopyridine. Les valeurs des pK, ont été mesurées en milieu aqueux. '3

1.3.6 Avantages et limitations des photo-acides photochromes

Les photo-acides ou photo-bases photochromes ont I’avantage, par rapport aux groupements
protecteurs de protons, d’étre tous réversibles. Par ailleurs, le temps caractéristique de relaxation est
généralement plus long que celui des molécules « super acides » a I'état excité permettant d’acidifier
le milieu avec des échelles spatiales et temporelles plus grandes. De plus, en fonction de la plateforme
photochrome utilisée cette réversibilité peut étre controlée photochimiquement et / ou thermique-
ment.

Il est ensuite possible de comparer entre eux les différents photo-acides photochromes. I”

[r]. La photo-base de Hecht et al. est laissée de coté dans cette comparaison.
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Triphénylméthane d’Irie

Le systeme présenté par Irie est séduisant puisque :

— les objets utilisés sont synthétiquement faciles d’acces;

— C’est le seul systéme photochrome ayant déja été appliqué pour modifier le pH a I’échelle de
plusieurs millilitres de solution;;

— lesvariations de pH obtenues sont trés importantes (plusieurs ordres de grandeurs sur la concen-
tration en protons) ;

- le systeme est réversible;

— le systeme est utilisable dans I'eau et donc compatible avec des applications a des systemes
biologiques comme montré par Liu et al.

A contrario la réaction de relaxation thermique est lente et la longueur d’'onde d’excitation reste

faible.

Diaryléthene d’Irie et al.

Le systéme d’Irie et al. a 'avantage de mettre en ceuvre une plateforme robuste bien étudiée et
facilement fonctionnalisable. De plus, la variation de pK, obtenue repose sur un principe simple et
élégant.

Par contre, cette variation reste faible (seulement un facteur 16 entre les deux constantes d’équi-
libre des deux états) pour un effort de synthése lourd (5 étapes et un rendement final inférieur au

pourcent). De plus, le systéeme photochrome n’est soluble que dans un mélange de méthanol et d’eau.

2-Hydroxyazobenzéne d’Haberfield

La plateforme présentée par Haberfield semble plus attractive que la plateforme diaryléthene
d’Irie et al. puisque sous irradiation, 'acidité du systeme augmente d'un facteur 650. De plus, I'ef-
fort de synthese pour obtenir le 2-hydroxyazobenzene d’Haberfield est tres largement plus faible que
celui engagé par Irie puisqu'une seule étape est nécessaire.

Cependant, la différence majeure entre les deux plateformes réside principalement dans le pho-
tochromisme mis en jeu. En effet, la molécule d’Irie étant basée sur le squelette diaryléthene présente
deux états qui sont thermiquement stables : seule une excitation lumineuse (a une longueur d’onde
adaptée) permet de passer I'un a l'autre. Le systéme d’Haberfield présente une voie de relaxation

thermique a I'échelle de quelques minutes. (¢!

Conclusions

Ce chapitre nous a permis de faire un tour d’horizon de ce que la littérature compte en plate-
formes capables de modifier I'acidité d'un systéme sous illumination. Nous avons vu que ces plate-
formes sont structurellement variées et reposent sur des réactivités photochimiques différentes. Cela

permet de couvrir un champ d’applications vaste aussi bien en chimie qu’en biologie.

[s]. Les avantages et les inconvénients des relaxations thermiques et photochimiques sont discutés dans la partie 2.1 du

chapitre 2.
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Chapitre 2

Identification de la plateforme de travail

Introduction

Dans ce chapitre, nous allons rechercher a identifier la plateforme de travail la plus adaptée a la
modification du pH d’une solution sous illumination. Comme nous I’avons exposé dans I'introduc-
tion de ce travail de these, la plateforme photo-acide doit étre facilement contrélable en jouant sur sa
structure moléculaire ou sur les parametres de controle extérieurs tels que la température, I'intensité
lumineuse ou le solvant.

— Le pH initial et le pH final doivent pouvoir étre choisis.

- La cinétique permettant de passer d'un pH a I’autre doit pouvoir étre ajustée.

Enfin, la plateforme doit étre éventuellement utilisable en milieu biologique ou facilement adap-

table a ce type de milieu.

Dans la premiére partie, nous expliquons pourquoi une plateforme photo-acide réversible est
privilégiée par rapport a une plateforme irréversible. Dans la deuxieme, nous développons un mo-
déle simple de photo-acide réversible permettant d’identifier les parameétres physico-chimiques per-
tinents pour évaluer |'efficacité d’'une plateforme photo-acide. En s’appuyant sur ces parametres, la
troisieme partie établit le cahier des charges du photo-acide le mieux adapté a nos besoins. Dans la
derniére partie enfin, nous présentons I'évaluation de deux plateformes et les raisons qui nous ont

poussées a choisir 'une des deux.

2.1 Choix d’'une plateforme réversible

2.1.1 Intérét de laréversibilité

Dans le chapitre 1 nous avons mis en évidence différentes plateformes permettant de moduler
I'acidité d’'un milieu sous illumination. Une des différences marquantes entre ces plateformes est
I'existence ou non d’'une réversibilité de la modification des propriétés acido-basiques :

— les groupements protecteurs de protons présentés dans la partie 1.1 sont irréversibles;

— les plateformes « super-acides » a I'état excité de la partie 1.2 sont thermiquement réversibles;
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— les plateformes photochromes évoquées dans la partie 1.3.1 sont thermiquement et / ou pho-

tochimiquement réversibles.

Les groupements protecteurs de proton ont déja été largement étudiés et appliqués aussi bien
en chimie qu’'en biologie (voir introduction générale). De plus, voulant proposer une méthode de
modification du pH originale et motivés par les centres d’'intérét de notre laboratoire de recherche
impliqué dans I'étude cinétique des réactions chimiques par des méthodes de modulations pertur-

114,115

batives, nous avons privilégié la recherche d'un systeme réversible thermiquement et / ou pho-

tochimiquement.

2.1.2 Réversibilité photochimique

La réversibilité photochimique est facile a contréler puisque la réaction de relaxation photochi-
mique est déclenchée par une excitation lumineuse qui est généralement a une longueur d’onde dif-
férente de I'excitation lumineuse qui a amené le systéme dans un état excité. La vitesse de la réaction
de retour a I'état initial peut donc étre ajustée facilement en modifiant I'intensité de la lumiere. De
plus, comme évoqué dans l'introduction générale, la lumiere est un outil dont les résolutions spa-
tiales et temporelles sont élevées. Le controle de la réversibilité d'un photo-acide par une voie pho-
tochimique présente donc, lui aussi, de bonnes résolutions spatiales et temporelles. Cependant, la
réversibilité photochimique nécessite I'utilisation d’'une autre source de lumiere (ou la modification
de la longueur d’onde d’éclairement). Il n’est donc pas aisé de moduler périodiquement I'état d'un
photo-acide photochimiquement réversible, en particulier a fréquence élevée. En effet, la commuta-

tion entre deux lampes nécessite un montage optique élaboré et un alignement complexe.

2.1.3 Réversibilité thermique

La réversibilité thermique est moins facilement ajustable que la réversibilité photochimique. En
effet, il n'y a pas de parametre de controle réglant la vitesse de la relaxation. Cette derniere est souvent
uniquement dépendante de la structure de la molécule et de la température du systeme.

A contrario, |'établissement d'une modulation périodique de I'acidité est facile expérimentale-
ment a condition d’avoir a disposition un photo-acide dont le temps caractéristique de relaxation

thermique est en accord avec la fréquence de la modulation souhaitée.

2.2 Modele proposé pour analyser la variation du pH obtenue avec un

photo-acide réversible

Dans cette partie, nous proposons un modele évaluant la variation du pH attendue sous irradia-
tion d'un photo-acide réversible. Le modele estime la différence de pH entre le systeme non illuminé
et le systéme illuminé. Cela permet de mettre en évidence les parameétres physico-chimiques qui in-

fluent sur la variation de pH obtenue sous irradiation. [@

[a]. Dans I'ensemble de cette partie, on ne s’intéresse pas a I’évolution temporelle du systéme : sous illumination, on

considere qu’il est instantanément et a tout instant a I’état photostationnaire.
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REVERSIBLE

2.2.1 Cadre du modele

Considérons un photo-acide réversible noté AH, stable thermiquement et dont la base conjuguée

est notée A. La réaction acido-basique associée au couple acide-base AH/A est donc:
AH—A+H" (2.1)

dont la constante d’équilibre vaut Kapy/a.
Considérons ensuite la forme excitée du photo-acide AH notée AH". La base conjuguée de AH"

est notée A” et I'équilibre associé au couple AH /A" est :
AH —A"+H" (2.2)

dont la constante d’équilibre vaut Ky« -

Les processus d’'interconversion entre les différents états du photo-acide sont représentés sur la

figure 2.1.
hv
AH—>AH*
AH AH*
hv A
Kavoan ™ Kanean
Kana K v
hv
kA—»A" * +
H + A A* + H
4 A
|qu*—vA M kA’—hA

FIGURE 2.1 — Processus d’interconversion entre les quatre états possibles du photo-acide considéré.

Ainsi, sous illumination, AH est converti (au moins partiellement) en AH". La constante de vitesse

—

du processus de photoconversion de AH en AH" est notée kg’}VI AR
Par hypothése, AH est un photo-acide réversible : AH" peut se re-transformer en AH  la fois
photochimiquement (avec une constante de vitesse k;‘;’l _ar) thermiquement (avec une constante
; A (b]
de vitesse kAH*_)AH).

2.2.2 Concentration en proton du systeme non-illuminé

Supposons qu’au pH initial seule I'espece AH est prépondérante dans le systeme non-illuminé.

En négligeant 'autoprotolyse du solvant, et en supposant que la concentration en AH (notée cag) est

[b]. Le modele proposé est général et prend en compte les cas ol le systéme est réversible thermiquement et / ou photo-
chimiquement :
- sile systeme est irréversible thermiquement, alors kﬁH _AH est pris égal a zéro;
- sile systéme est irréversible photochimiquement (a la longueur d’onde considérée), alors kZI‘; L AH est pris égal a

z€éro.
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suffisamment grande, la valeur de la concentration en proton dans I'obscurité a I’équilibre thermo-

dynamique est donnée par :

[H+]obscurité =V Kan/a can (2.3)

2.2.3 Concentration en proton dans I'état photostationnaire

Supposons que I'état photostationnaire contient a la fois AH et AH".? En faisant 'hypothese
favorable que AH" est largement plus acide que AH (ce qui se traduit par la condition PRy /a* <
pKan/a — 1) et que la concentration en AH™ (notée Cay*) dans I'état photostationnaire n’est pas né-
gligeable devant celle de AH, nous pouvons considérer que le pH du systéme est imposé par AH". La

concentration en proton de I'état photostationnaire s’écrit alors :

[H+]photostat = KAH*/A* Can* (2.4)

La concentration de AH" a I'état photostationnaire peut étre obtenue en résolvant le systéme

d’équations suivant :

Crure koo
AH AH—AH
c = khv KA (2.5)
AH AH"—AH + AH"—AH
Ctot = CAHT Calg* (2.6)
ol ¢yt est la concentration totale en photo-acide. On en déduit :
hv
AH—AH"
K T Y T @0
AH—AH AH"—AH  AH"—AH
Des équations 2.4 et 2.7, on tire finalement :
khv
AH—AH"
[H+]photostat = | Kan*/a® P e A Ctot (2.8)
AH—AH" ~AH —-AH AH'—AH
2.2.4 Amplitude du saut de pH
On déduit des équations 2.3 et 2.8 'amplitude du saut de pH (notée ApH) : [4!
ApH = pthotostat — PHobscurit 2.9)
avec
A o
AH"—AH AH"—AH
pthotostat == log [H+]photostat = 5 pKAH*/A* + log 1+ Iy - 108 Ctot (2.10)
AH—AH"
. 1
pHobscurité == log [H ]obscurité = 5 [pKAH/A - logCtOt] (21 1)

[c]. On se place, pour simplifier I'’étude, dans le cas particulier olt le pH de I'état photostationnaire est situé dans les

domaines de prédominance de AH et de AH".
[d]. Lavaleur du ApH trouvée ici est négative puisqu’on s’attend a une diminution du pH sous éclairement lumineux.
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REVERSIBLE
d’ot1 on déduit I'expression de la variation du pH sous illumination :
(S o
1 AH"—AH AH"—AH
ApH =3 (PKawrr/a” ~ PKana) +log| 1+ v 2.12)
AH—AH"

De plus, en supposant que la géométrie d’illumination est mono-dimensionnelle, les constantes

cinétiques photochimiques kg;’l . et kg;’l L AH s’écrivent en fonction de l'intensité lumineuse I

AH

appliquée sur la solution : 116
1 —exp(—2.3 Ao (AE))
WY ey C(Ap) € I(A 2.13
AHoan® = EAHAE) Pag_ gy (Ap) € Io(Ag) AccAp) V (2.13)
1 —exp(—2.3 Aot (1))
hv —
Kp*—an = €an® (AB) Pap*_an (AE) € Io(AR) AciAn) V (2.14)

avec
— eaH(Ag) et e,y+ (AE) les coefficients d’absorption molaire des especes AH et AH" 2 la longueur
d’onde d’excitation Ag;
— Gag_an® AE) et Pa+_ A (AE) les rendements quantiques des réactions photochimiques AH —
AH" et AH™ — AH 2 lalongueur d’onde d’excitation Ag;
— Aot (Ag) 'absorbance totale de la solution a la longueur d’onde d’excitation Ag;
— V le volume irradié;
— Y estlalongueur du trajet optique.
Toutes choses égales par ailleurs (volume, intensité lumineuse, absorbance), le produit € ¢ du coeffi-
cient d’absorption molaire par le rendement quantique de photoconversion (appelé section efficace
de la réaction photochimique) renseigne sur la facilité avec laquelle I'espéce va changer d’état sous

illumination lumineuse a la longueur d’onde considérée.

2.2.5 Identification des parametres physico-chimiques influents sur la variation du pH

sous illumination

Léquation 2.12 met en évidence les facteurs influencant 'amplitude de la variation du pH générée

par un photo-acide réversible sous illumination :

i. Ladifférence entre les pK, de AH et de AH" (PKpy*/a* —PKan/a) : 'amplitude de la variation du

pH est d’autant plus grande que la variation d’acidité est importante.

ii. Lerapport des constantes de vitesse AH" — AH et AH — AH" : (kh" . + kD ) /K .
AH"—~AH  AH'—AH) ~AH—AH
pour que I'amplitude de la variation de pH soit grande, il faut que la constante de vitesse de la
réaction AH—AH " soit grande devant la somme des constantes de vitesse des réactions AH —AH
thermiques et photochimiques. Pour cela, il faut, en particulier, que la section efficace de pho-
toconversion de la réaction AH — AH" soit grande devant celle de la réaction AH" — AH (voir

équations 2.13 et 2.14).

iii. La concentration totale en photo-acide (cyt) : contrairement aux expressions de pHopscurité
(équation 2.11) et pHphotostat (€quation 2.10), I'expression de ApH (équation 2.12) ne dépend
pas de la concentration totale en photo-acide. Il faut cependant cette que derniere soit suf-
fisamment grande. Dans le cas contraire, les tampons naturels du milieu (eau, carbonates...)

risquent de niveler la variation de pH attendue.
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2.3 Cahier des charges de la plateforme photo-acide recherchée

Une fois les parameétres physico-chimiques relevants identifiés, nous allons établir le cahier des

charges de la plateforme photo-acide la plus enclin a moduler le pH sous irradiation lumineuse.

2.3.1 Contraintes synthétiques
Synthese aisée

Comme nous 'avons vu dans le chapitre 1, il ne semble pas évident de prédire a prioril'effica-
cité d'un systeme moléculaire pour moduler I'acidité du milieu sous excitation. Ainsi, il peut étre né-
cessaire de tester plusieurs plateformes moléculaires différentes avant d’identifier une plateforme de
travail potentiellement exploitable. Les plateformes recherchées doivent donc étre les plus facilement

synthétisables possible de sorte a minimiser le temps de synthese.

Fonctionnalisation facile a partir de la plateforme de base

Une fois que la plateforme de base est identifiée, il peut étre nécessaire d’étudier I'influence de
modifications de sa structure sur les propriétés cinétiques et thermodynamiques (en particulier sur
les propriétés acido-basiques). Il faut pour cela que la plateforme soit facilement fonctionnalisable
de sorte a pourvoir obtenir rapidement une petite bibliotheque de molécules au sein de laquelle un

criblage pourra étre réalisé.

2.3.2 Contraintes thermodynamiques
Propriétés acido-basiques

Comme nous I'avons vu dans la discussion de I’équation 2.12, la différence d’acidité entre 1'état
fondamental et I'état excité doit étre aussi grande que possible.
Par ailleurs la valeur du pK, de I'état fondamental doit étre choisie en fonction de la gamme de

pH que I'on souhaite explorer.

Stabilité thermique

Pour faciliter au maximum I’étude et 'application de la plateforme, il est souhaitable qu’elle soit
thermiquement stable a une échelle de temps agréable pour I'’expérimentateur, c’est-a-dire au moins
quelques heures et idéalement beaucoup plus. Ainsi, dans 1'obscurité, les molécules doivent étre
inertes vis a vis du solvant, des gaz dissous et des éventuels adjuvants (rapporteur fluorescent, molé-

cule tampon...)

2.3.3 Contraintes cinétiques
Réactions photochimiques rapides

Comme nous I'avons vu dans la discussion de I’équation 2.12, il faut que la constante de vitesse

de la réaction AH — AH" soit grande devant les constantes de vitesse des réactions de relaxations
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thermique et photochimique. Pour cela, il est donc nécessaire qu’a la longueur d’onde d’excitation,

la section efficace de photoconversion € ¢ de la réaction AH — AH " soit aussi grande que possible.

Réactions photochimiques propres

De méme qu’on recherche une plateforme a la stabilité thermique avérée dans I'obscurité, il est
nécessaire que, sous illumination (méme d’'une durée prolongée), les molécules ne subissent pas de
photo-dégradation au cours de réactions photochimiques parasites. (¢ Ainsi, idéalement, seule la ré-

action photochimique permettant de moduler I'acidité du milieu doit avoir lieu sous illumination.

Réaction de relaxation thermique peu rapide

Comme mis en évidence par I’équation 2.12, la vitesse du processus de relaxation thermique (s'il

existe) ne doit pas étre trop grande devant la vitesse de la réaction photochimique AH — AH".

2.3.4 Contraintes spectroscopiques
Longueur d’onde d’absorption adaptée

Les molécules de la plateforme doivent absorber majoritairement dans un domaine de longueur
d’onde o1 aucune autre espéce n’absorbe particulierement. Ainsi, tous les photons envoyés sur1’échan-
tillons sont utilisés pour exciter le photo-acide et les pertes de photons dues aux absorptions parasites
sont diminuées.

En particulier, il faut que les molécules absorbent suffisamment haut (typiquement au dela de
250 nm) pour sortir du domaine d’absorption des solvants généralement utilisés pour les dissoudre.

De plus, dans la perspective d’applications biologiques, il est souhaitable que la plateforme re-
cherchée absorbe au dela de 400 nm.!!” En effet, en dessous de cette valeur de nombreux chromo-
phores endogenes absorbent la lumiére ce qui diminue évidemment I'efficacité de I'illumination mais

peut, en plus, générer des réactions parasites (photo-dégradation ou photo-sensibilisation). '8

Fluorescence

Le caractere fluorescent d'une plateforme moléculaire photo-sensible peut sembler intéressant
de prime abord puisque I'étude des caractéristiques physico-chimiques de la plateforme peut étre
effectuée en s’appuyant sur des techniques fluorimétriques généralement tres sensibles.

A contrario, I'existence de processus de relaxation radiatifs conduit nécessairement a la diminu-
tion du rendement quantique des réactions photochimiques. La trop forte fluorescence d'une plate-

forme photo-acide ne peut donc que réduire son efficacité a moduler le pH sous illumination.

[e]. On parle généralement de photo-blanchiment car la dégradation des molécules sous illumination prolongée conduit

souvent ala perte de 'absorption a haute longueur d’'onde et donc aI’affaiblissement de la couleur des échantillons irradiés.
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Applications bi-photoniques potentielles

Comme nous I'avons exposé dans l'introduction générale, I’excitation bi-photonique des molé-
cules photosensibles permet d’obtenir une résolution spatiale sub-cellulaire. Idéalement, la plate-
forme recherchée doit donc posséder une section efficace d’absorption a deux photons la plus grande

possible en particulier dans la perspective d’applications biologiques.

2.3.5 Autres contraintes
Solubilité dans I'eau

Deslors quel’on veut agir sur le pH d'un systeme, il est commode de se placer dans un solvant am-
phiprotique pour lequel la notion de pH a un sens. En particulier, 'eau a 'avantage d’étre un milieu
dans lequel de nombreuses constantes acido-basiques tant thermodynamiques 'Y que cinétiques '%°
sont tabulées. De plus, de nombreux processus biologiques n’ont lieu qu’en milieu aqueux, ce qui
en fait un solvant de choix dans la perspective d’applications biologiques. Ainsi, la plateforme re-
cherchée doit étre raisonnablement soluble dans I’eau. Dans la cas contraire, elle doit étre facilement

fonctionnalisable par des groupements hydrophiles de sorte a augmenter sa solubilité.

Toxicité et compatibilité avec le milieu biologique

Toujours a des fins biologiques, il est nécessaire que les molécules soient le moins toxiques pos-
sible pour les organismes vivant et que leur réactivité chimique soit suffisamment faible pour ne pas

perturber le milieu au dela de la modification d’acidité recherchée.

Résistance a la fatigue

Laréversibilité thermique du photo-acide doit permettre de moduler de manieére périodique I’état
du systeme. Il faut donc rechercher une plateforme qui résiste a la fatigue, c’est-a-dire qui ne se dé-

grade pas au bout d'un faible nombre de cycles.

2.4 Ftudes préliminaires de quelques plateformes

En s’appuyant sur ce cahier des charges, nous avons choisi d’évaluer deux plateformes : I
i. la plateforme ortho-ortho-mérocyanine ; (¢

ii. laplateforme 2-hydroxyazobenzéne étudiée par Haberfield %110 et présentée dans la partie 1.3.4.

[f]. L'évaluation d'une plateforme salicylidenaniline a été rapidement abandonnée apres que des tests préliminaires de
stabilité en solution aqueuse aient mis en évidence une hydrolyse de la molécule a I'échelle de la centaine de minutes a

température ambiante. Ces tests sont présentés en annexe 2.A.
[g]. Pour cela nous allons commencer par présenter la plateforme mérocyanine classique.
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2.4.1 Présentation de la plateforme ortho-ortho-mérocyanine

Les mérocyanines sont des molécules possédant un azote conjugué a un carbonyle via une chaine
carbonée de longueur variable comme illustré en haut de la figure 2.2. Elles sont généralement re-
présentées sous deux formes limites comme montré sur 'exemple de la MOED (1-Méthyl-4-[(4’-

Oxocyclohexa-2',5’-diénylidéne)-Ethylidene]-1,4-Dihydropyridine) en bas de la figure 2.2.

R3
Ri<
™S
|
R
- ON/4 A\
—N )= «» —N o
i_>—\_© . )\ ar
MOED

FIGURE 2.2 - Structure générique des mérocyanines (en haut) et exemple de la molécule MOED dont les deux

formes limites ont été représentées.

Ces molécules ont été développées au milieu du XX®™€ siecle dans le contexte de la recherche
de nouveaux colorants pour la photographie. 2! C’est cependant leur caractére hautement solvato-
chrome qui a été le plus utilisé notamment pour quantifier la polarité d'un solvant. 12>123 Par ailleurs,
leur hyper-polarisabilité a été mise en ceuvre en optique non linéaire et certaines mérocyanines (comme
la MC 540) ont été utilisées comme marqueurs fluorescents pour mesurer le potentiel membranaire

de cellules.

Au dela des propriétés énoncées ci-dessus, les mérocyanines sont des composés prototropes et
photochromes. En particulier les réactions de protonation et d’isomérisations photochimiques de la
MOED ont été largement étudiées. 1247126

Ainsi, la MOED existe sous quatre formes comme illustré sur la figure 2.3 :

une forme trans déprotonée notée M, ¢ ;

une forme trans protonée notée MH,, . ;

une forme cis déprotonée notée M ;

une forme cis protonée notée MH ;.
Sous excitation lumineuse il s’avere que :

- MH est isomérisé en MH ;; pour conduire a un état photostationnaire contenant les deux

trans

especes;
- MH_, peut étre re-isomérisé photochimiquement mais est stable thermiquement;
-M

- M, (obtenu par déprotonation de MH ;  lui-méme généré photochimiquement) peut étre ré-

trans €St stable photochimiquement;

isomérisé photochimiquement et / ou thermiquement. [/

(hl. La cinétique de relaxation thermique de M, est lente : le temps de demi-vie du composé a température ambiante

est de plus 4 heures. 124
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hv
MHtrans MH°i5
hv'
Kcis
trans
H* + M Mcis + H*
trans A ’ hV

FIGURE 2.3 — Processus d'interconversion entre les quatre états possibles de la MOED.

Les sections efficaces de photoconversion (e ¢p) sont fournies dans le tableau 2.1 :

Composé &£¢p M 'ecm™)

Mtrans 0

4
MHtrans 10

3
M, 210
MH . 5103

Cis

TABLE 2.1 - Ordre de grandeur des sections efficaces de photoconversion des processus trans— cis et cis— trans des

espéces protonées et déprotonées de la molécule de MOED. '%*

nous pouvons alors confronter la MOED au cahier des charges établi dans la partie 2.3.

Contraintes synthétiques

Les molécules de type MOED sont facilement synthétisables et fonctionnalisables.

Contraintes thermodynamiques

La stabilité thermique des composés est avérée. Par contre, les constantes d’acidité de la MOED
ont déja été évaluées dans la littérature montrant que les deux isomeres cis et trans de la MOED pos-

sedent des pK, proches. %4

Contraintes cinétiques

Le photochromisme de cette plateforme est efficace puisque les sections efficaces de photocon-

version des especes MH et MH ;; sont élevées et que les réactions de photoisomérisation sont

trans
propres.

Cependant deux points d’exploration sont a anticiper :

i. la réversibilité photochimique de I'isomeére cis est a évaluer a d’autres longueurs d’onde pour
voir s'il existe une plage de longueur d’onde pour laquelle la transformation cis— trans est plus

efficace que la transformation trans—cis;

54



2.4. ETUDES PRELIMINAIRES DE QUELQUES PLATEFORMES

ii. une étude structure/propriété est a mener pour voir s'il est possible d’accélérer la réversibilité

thermique.

Contraintes spectroscopiques

Les longueurs d’onde d’absorption sont au dela de 300 nm ce qui est en accord avec le cahier des

charges établi. Les molécules fluorescent peu (rendement quantiques inférieurs a 0.0224).

Autres contraintes

Les molécules semblent raisonnablement solubles dans I’eau (au moins jusqu’a 5 107> M).

La toxicité de la plateforme [ et sa résistance  la fatigue sont a évaluer.

2.4.2 Evaluation de la plateforme ortho-ortho-mérocyanine

Nous avons donc entrepris de nous appuyer sur une autre molécule de la plateforme mérocya-
nine : 'ortho-ortho-mérocyanine représentée sur la figure 2.4. En effet, dans la molécule ortho-ortho-
mérocyanine les charges négatives et positives de la forme déprotonée sont topologiquement plus
proches que dans la molécule MOED. On peut donc s’attendre a ce que I'interaction coulombienne
stabilisante de la forme déprotonée rende I'acidité de 'isomere trans assez largement différente de

celle de I'isomere cis. I

7 N\
—\®
\

\

S)
(0]

FIGURE 2.4 - Structure de la molécule d’ortho-ortho-mérocyanine.

Nous avons ainsi synthétisé puis étudié le photochromisme et les propriétés acido-basiques de la

molécule ortho-ortho-mérocyanine.

Synthese

Le schéma de synthese de la molécule d’ortho-ortho-mérocyanine est présentée sur la figure 2.5.
L a-picoline est d’abord méthylée par action de I'iodure de méthyle au reflux de I’acétone pour conduire
au pyridinium correspondant avec un rendement de 94 %.

Le pyridinium est ensuite mis a réagir avec I'aldéhyde salicylique en présence de pipéridine au

reflux du méthanol pour former I'ortho-ortho-mérocyanine avec un rendement de 50 %.

[i]. Des données relatives a la mérocyanine-540 existent dans la littérature. 127

[jl. 1l est difficile de prévoir ex nihilo lequel des deux isomeres sera le plus acide puisque la conformation la plus stable
des molécules cis et trans n’est pas identifiable de maniere évidente.
[k]. Les notations des différentes formes de la molécule MOED sont conservées pour la description de la molécule ortho-

ortho-mérocyanine.
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FIGURE 2.5 — Schéma de synthése de la molécule d’ortho-ortho-mérocyanine. 1%

Analyses physico-chimiques

Mise en évidence de I'isomérisation trans—cis Pour vérifier que le composé ortho-ortho-mérocya-
nine se comporte comme la MOED, nous avons irradié a 365 nm une solution contenant le ortho--
La

figure 2.6 a montre I'évolution du spectre d’absorption au cours du temps et met en évidence un fort

ortho-mérocyanine a pH acide : I'espece prépondérante au départ en solution est donc MH,,., .-

effet hypochrome sous illumination. Cet effet traduit I’apparition d'une nouvelle espece identifiée a

I'isomere cis MH . I £n laissant I’échantillon plusieurs heures dans I'obscurité, aucune modification

du spectre contenant les isomeéres cis et trans n’est observée. On en déduit donc que MH,, .. peut étre
isomérisé en MH_; qui est stable thermiquement a I'échelle de plusieurs heures.
a 14 b 1.4
12 12—
1.0 10
0.8 08—
< <
0.6 0.6
0.4 0.4
0.2 0.2
1 1 1 1 1 1 1
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

FIGURE 2.6 — Graphes représentant I'évolution du spectre d’absorption d’'une solution d’ortho-ortho-mérocyanine
de concentration 90 uM soumise a une irradiation a la longueur d'onde Ap. a: pH=2.4; A\ =365 nm; t=0, 0.5,
1,152,25,3 35,4,4.5,5,55,7,8 9, 10, 12, 14, 16, 20, 25,30 min. b : pH=11.4; A\ =460 nm; t=0, 0.5, 1, 2,
5, 10, 20, 40 min. Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04
M)) / acétonitrile (1/1). T = 25°C. Les fleches indiquent le sens d’évolution temporelle de I'absorbance.

De plus, nous avons irradié a 460 nm la méme solution initiale a pH basique : I'espéce prédomi-

[lI. Lidentification de cette nouvelle espeéce comme étant I'isomere cis MH_;  s’est appuyée sur une analyse RMN.
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nante est alors M La figure 2.6 b montre que le spectre d’absorption évolue peu a I'échelle de

trans*

40 minutes traduisant la stabilité photochimique de M, -

Cette série d’expériences a donc permis de montrer que la plateforme ortho-ortho-mérocyanine est
sujette au méme type de photochromisme que la plateforme MOED. En particulier, sous illumination
UV, lamolécule MH,, ¢

derniére étant thermiquement stable.

subit une isomérisation formant la molécule de configuration cis MH , cette

Détermination des pK, des formes trans et cis Pour évaluer la capacité de la plateforme ortho--
ortho-mérocyanine a modifier le pH d’'une solution sous illumination, il faut vérifier que les isomeres
trans MH,

effectuer le dosage spectrophotométrique de la molécule trans comme présenté sur la figure 2.7 a. Le

et cis MH ; posseédent des acidités différentes. Pour cela nous avons commencé par

logiciel commercial SPECFIT/32130-133 3 été utilisé pour réaliser un ajustement global de 1'évolution
de I'absorbance en fonction du pH pour extraire de ces courbes la valeur de la constante d’équilibre.

On trouve pKaMHms =85+0.1

a b
1.0x10* 1.0x10*
08 0.8+
FI'A H/\
£ o6 €
6 0.6 -
“.'o <°
2 =3
w 04 w 04
0.2 02+
0.0 ! ! | I 0.0 I I 1
250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm) A (nm)

FIGURE 2.7 - Graphes représentant l'évolution du spectre d'absorption dune solution de ortho-ortho-
mérocyanine de concentration 15 uM a différents pH. a : La solution a été conservée dans l'obscurité; pH = 10.0,
9.0, 8.5, 8.0, 7.0. b : La solution a pH = 6 a été illuminée a 365 nm pendant 60 min; pH = 6.0, 7.0, 8.0, 8.5, 9.0,
10.0, 11.0. Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) /
acétonitrile (1/1). T=25°C. Les fleches indiquent le sens d'augmentation du pH.

Pour déterminer si le pK; de la forme cis est différent, nous avons illuminé un échantillon de
MH

molécules de MH

rans @ 365 nm de sorte a 'amener dans I'état photostationnaire contenant conjointement des

trans €t d€ MH ;.. La solution obtenue a ensuite été dosée en relevant le spectre

d’absorption a différents pH. La figure 2.7 b présente le fuseau de courbes obtenues.
Larétention d'un point isobestique bien défini et la détermination d'un pK, de 8.4+0.1, identique
a celui obtenu avec une solution d’isomere trans seul permet de conclure que la forme MH ;, présente

un pKj, trés proche de celui de MH comme dans le cas de la molécule MOED. 124

trans
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Conclusions

Il ne semble pas évident de justifier pourquoi la modification de la distance entre la charge po-
sitive et la charge négative lors de I'isomérisation trans / cis n’a que peu d’effet sur la stabilité de la
molécule et donc sur son acidité.

En effet, pour tenter de comprendre ce résultat, nous avons :

— déterminé la longueur de Debye dans les conditions de force ionique des expériences de la

figure 2.7 et on trouve Ap = 1.5 nm;

— estimé les distances entre les charges dans les deux conformations cis et trans a I'aide d'un

logiciel de simulation moléculaire (Chem3D). Les structures ajustées présentées sur la figure 2.8
permettent de donner un ordre de grandeur des distances azote / oxygene qui sont de 500 pm

dans la forme trans (figure 2.8 a) et 200 pm dans la forme cis (figure 2.8 b).

FIGURE 2.8 - Structures moléculaires ajustées a l'aide du logiciel Chem3D des isomeres trans (a) et cis (b) de la

molécule de ortho-orthomérocyanine.

La distance entre les charges étant ainsi inférieure a la distance de Debye, les effets électroniques
devraient avoir un effet sur la stabilité de la molécule lors de I'isomérisation et donc sur son acidité.
Cependant, dans notre estimation des distances oxygene / azote, nous avons envisagé des géométries
favorables a I'établissement de liaisons ioniques entre ces centres sans avoir aucune preuve expéri-

mentale ou théorique précise quant a leur véracité.

Finalement, si de nombreuses caractéristiques (et en particulier les caractéristiques photochi-
miques) de la plateforme ortho-ortho-mérocyanine sont adaptées au cahier des charges, la trop faible

différence d’acidité entre les deux formes trans et cis élimine naturellement cette plateforme.

2.4.3 Evaluation de la plateforme trichloro-2-hydroxyazobenzéne

Une autre plateforme photochrome a retenu notre attention : il s’agit de la plateforme 2-hydroxy-
azobenzeéne d’Haberfield (voir figure 1.24).109.110 Cotte plateforme répond en effet a de nombreux
points du cahier des charges établi plus haut.

Contraintes synthétiques

La plateforme 2-hydroxyazobenzene est synthétiquement accessible via le tres classique cou-

plage diazoique entre un sel de diazonium issu de la diazotation d'une aniline et un phénolate sub-
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stitué en para.'3* 137 De plus, le commerce fournit une trés large gamme d’anilines et de phénols

diversement substitués.

Contraintes thermodynamiques

Comme évoqué dans la partie 1.3.4 la différence de pKj, entre les isomeres trans et cis de certains
des 2-hydroxyazobenzenes étudiés par Haberfield est de plusieurs unités (2.8 pour le dérivé trois fois
chloré sur le noyau phénolique '%%).

Par ailleurs, les azobenzenes sont connues pour étre tres stables thermiquement.

Contraintes cinétiques

La littérature précise que la forme trans des 2-hydroxyazobenzeénes subit une isomérisation trans— cis
sous illumination pour conduire a un état photostationnaire contenant les formes cis et trans. Des
ordres de grandeurs des sections efficaces d’absorption du 2-hydroxyazobenzéne non substitué ont
été déterminés par Gabor et al. et sont fournis dans le tableau 2.2 a deux longueurs d’onde diffé-

rentes. '!! On constate que ces valeurs sont globalement élevées.

Longueur d’'onde (nm)  €grans Prrans—cis M~ tem™) Ecis Peis—trans M~ tem™)
313 103 210°
436 410? 103

TABLE 2.2 — Ordres de grandeur des sections efficaces de photoconversion des processus trans— cis et cis— trans

du 2-hydroxyazobenzeéne non substitué a 178 K. 111

Par ailleurs, Haberfield estime le temps de relaxation thermique de sa molécule trois fois chlorée
a quelques minutes. !9 Ce temps est globalement court et permet ainsi d’envisager de s’appuyer uni-
quement sur la réversibilité thermique de la plateforme pour provoquer le retour a I'état initial apreés

la perturbation lumineuse.

Contraintes spectroscopiques

Les 2-hydroxyazobenzenes présentent généralement une bande d’absorption vers 320-350 nm
(transition 7 — 7*) et un épaulement vers 360-380 nm (bande n — 7*). 66,111

Ces molécules fluorescent peu. "°
De plus des exemples d’isomérisation d’azobenzeénes par excitation bi-photonique sont rapportés

notamment en chimie des polymeres. 138139

Autres contraintes

Les molécules de la série 2-hydroxyazobenzéne présentées par Haberfield ne sont pas solubles
dans I'’eau. Cependant, de nombreux hydroxyazobenzéenes fonctionnalisés par des groupements po-
laires possedent une bonne solubilité aqueuse ou dans des milieux binaires composés d’au moins

50 % d’eau en volume.
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Les azobenzeénes sont parmi les molécules photochromes dont la résistance a la fatigue est la
meilleure. 10!
Cependant, les azobenzeénes et leurs dérivés sont connus pour étre toxiques. On note en particu-

lier un LDsg de 1 g.kg™! chez le rat. ™

Conclusions

La plateforme 2-hydroxyazobenzéne semble donc attractive. Cependant, si Haberfield a mis en
évidence un comportement photo-acide intéressant pour I'un de ses composés, son étude ne permet
pas d’évaluer pleinement le potentiel de cette plateforme. En effet :

— aucune étude structure / propriété systématique n’a été effectuée permettant de savoir si le

composé tri-chloré proposé est le photo-acide le plus adapté;

— I'étude cinétique des réactions photochimiques ou de la réaction de relaxation thermique n’a

pas été réalisée;

— Haberfield n’a pas cherché a utiliser sa molécule pour moduler I'acidité d'un milieu aqueux. La
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littérature n’a fait que citer son travail a quelques reprises ‘° sans 'appliquer concrétement;;

— aucune application biologique n’a été envisagée.

Conclusions et structuration de la these

En se basant sur les premiers résultats encourageants d’'Haberfield, ce travail de thése a consisté
en la synthese, la dérivatisation, I'évaluation physico-chimique et I'application a la variation de pH
photoinduite de la plateforme 2-hydroxyazobenzeéne.

Ce manuscrit va donc se composer des chapitres suivants :

Synthese et études physico-chimiques préliminaires de la plateforme 2-hydroxyazobenzene
Dans ce chapitre nous développons la synthese d’'un ensemble de molécules de la série 2-hydroxyazo-
benzéne avant d’étudier leurs propriétés physicochimiques et en particulier I'influence de la struc-
ture moléculaire sur :

— la différence d’acidité entre les isomeres trans et cis;

- la cinétique de la réaction de relaxation thermique.

Détermination des parametres photochimiques dans 'UV de TH, Cl,

Chapitre dans lequel les caractéristiques cinétiques d'une des molécules de la plateforme 2-hydroxy-
azobenzene (notée TH, Cl;) sont déterminées en utilisant trois méthodes physico-chimiques connexes.

Sauts et oscillations de pH photo-induits
Ce chapitre montre que la plateforme 2-hydroxyazobenzéene nous a permis de générer sous illumina-
tion UV des modulation du pH d’une solution sous forme de sauts ou d’oscillations de pH. Différentes
méthodes de relevé du pH de la solution ont été mises en ceuvre.

Evolutions de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne pour moduler le pH dans 'eau pure

Ce chapitre «article » expose les stratégies que nous avons expérimentées pour pouvoir utiliser les

[m]. Le LD5g mesure la dose de substance causant la mort de 50 % d’une population animale donnée.
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photo-acides de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne dans une solution purement aqueuse. Trois mé-
thodes ont été fructueuses : 'une basée sur la fonctionnalisation de la plateforme par un substituant
ionique, la deuxieme en utilisant des agents de solubilisation et la derniere en greffant notre plate-
forme moléculaire sur un squelette polymérique hydrosoluble.
Structuration spatiale du pH
Dans cette partie, nous montrons que la plateforme photo-acide 2-hydroxyazobenzéne permet de
générer des profils spatiaux de pH hors équilibre sous illumination lumineuse structurée.
Perspectives et conclusions

Enfin dans cette partie, nous présentons une séries d’applications et de prolongements potentiels a

notre travail.
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2.A. EVALUATION DE LA PLATEFORME SALICYLIDENANILINE

Annexe du chapitre 2

2.A Evaluation de la plateforme salicylidénaniline

2.A.1 Présentation de la plateforme

De maniere générale, les imines sont connues pour exister sous forme de deux isomeres de confi-
guration appelés trans ou cis en fonction de la position des substituants par rapport a la liaison double
C=N.!0 Plus particulierement, les dérivés de la salicylidénaniline sont des photochromes : le com-
posé trans, thermodynamiquement stable, est isomérisé photochimiquement en composé cis qui
peut, lui méme, se ré-isomériser thermiquement ou photochimiquement (voir figure 2.9). Le temps
caractéristique de la réaction de relaxation thermique est de 'ordre de quelques secondes. 141142

De plus, l'isomeére trans présente une liaison hydrogene entre le proton phénolique et I'atome
d’azote de la double liaison N=C. Cette liaison n’est pas topologiquement possible dans I'isomére cis.
Il est donc raisonnable de supposer que, comme dans le cas des 2-hydroxyazobenzeénes d’'Haberfield
(voir partie 1.3.4), les propriétés acido-basiques des deux isomeres de la plateforme salicylidénaniline

sont différentes.

Trans Cis

FIGURE 2.9 — Interconversion entre les formes trans et cis de la salicylidenaniline.

De plus, la plateforme salicylidenaniline étant globalement adaptée au cahier des charges évoqué
dans la partie 2.3 nous avons entrepris de synthétiser puis d’étudier les propriétés physico-chimiques
d’'un de ses membres. Nous avons choisi le 4-hydroxysalicylidénaniline car le groupement hydroxyle

en position 4 augmente la solubilité de la molécule dans 'eau.

2.A.2 Synthese

La synthese de la molécule de 4-hydroxysalicylidenaniline a été réalisée en faisant réagir de I'ani-

line sur le salicylaldéhyde dans I’eau au reflux.® Le produit est obtenu avec un rendement de 80 %.

X0 eau X N/@
+ - ; 80 %
HO OH NH, A HO o

FIGURE 2.10 - Schéma de syntheése de la 4-hydroxysalicylidenaniline.®
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Evaluation de la stabilité thermique

Les imines étant connues pour s’hydrolyser rapidement dans 1'eau nous avons commencé par
évaluer la stabilité thermique de la molécule de 4-hydroxysalicylidenaniline en milieu aqueux.

Pour cela, une solution de 4-hydroxysalicylidenaniline dans un mélange d’eau et d’acétonitrile a
pH = 7 a été abandonnée dans I'obscurité. La figure 2.11 montre I'évolution du spectre d’absorption

de la solution au cours du temps a deux températures.

a b
20 20
151 151
< <

1.0+ 1.0+

05 05

0.0 | | | | 00 I I ! !

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

FIGURE 2.11 - Evolution du spectre d’absorption d’une solution de 4-hydroxysalicylidénaniline de concentration
460 uM abandonnée dans l'obscurité. Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide
phosphoriqu6129 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) apH = 7. t = 0, 20, 40, 60, 80 min.a: T=15°C; b: T=25°C. Les

fléches indiquent le sens d’évolution de l'absorbance.

Nous observons que I’absorbance varie a température ambiante avec un temps caractéristique de
I'ordre de la cinquantaine de minutes. Cette évolution dans I'obscurité est attribuée a I'hydrolyse de

la molécule.

2.A.3 Conclusions

Apres avoir constaté 'instabilité thermique de la molécule de 4-hydroxysalicylidénaniline dans
un mélange d’eau et d’acétonitrile, la plateforme salicylidénaniline a été naturellement abandonnée

sans que de plus amples investigations soient menées.
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Chapitre 3

Synthese et études physico-chimiques
préliminaires de la plateforme

2-hydroxyazobenzene

Introduction

Au vu des travaux d’'Haberfield, nous avons décidé, dans le cadre de ce travail de these, de nous
intéresser particulierement a la plateforme 2-hydroxyazobenzéne. De maniére a avoir une vue ex-
haustive des possibilités offertes par cette plateforme, nous avons synthétisé plusieurs séries de mo-
lécules avant d’en déterminer systématiquement les caractéristiques physico-chimiques pertinentes
pour notre étude.

Ce chapitre détaille ainsi la syntheése des composés et présente une partie de I’analyse physico-

chimique associée.

3.1 Syntheése des membres de la plateforme 2-hydroxyazobenzene

3.1.1 Voie de synthése choisie

La méthode de syntheése d’azobenzéne de loin la plus fréquemment utilisée dans la littérature 134137

repose sur le couplage diazoique entre un dérivé aromatique qui joue le role de nucléophile et un sel
de diazonium qui joue le role d’électrophile. Bien que certains sels de diazonium soient stables et
puissent étre conservés cristallisés, ils sont généralement formés in situ par action de nitrite de so-
dium NaNO,, sur une aniline en milieu trés acide. Le dérivé aromatique est ensuite ajouté lentement
au sel de diazonium. Le processus est réalisé a froid (généralement entre -5 et 5 °C) pour ralentir la
dismutation de I'acide nitreux HNO,, en acide nitrique HNO4 et monoxyde d’azote NO. Cette réaction
a été d’un intérét particulier deés le XIX®™€ siecle, puisqu’elle permet de préparer toute une gamme de
colorants de fibres textiles (laine, coton, soie) comme 'orangé II (figure 3.1), 'un des tous premiers
colorants commercialisé deés 1876. 143

Les syntheses de tous les 2-hydroxyazobenzeénes de ce travail ont été menées suivant cette mé-

65



CHAPITRE 3. SYNTHESE ET ETUDES PHYSICO-CHIMIQUES PRELIMINAIRES

SO3Na

FIGURE 3.1 - Structure de l'orangé II.

thode : des anilines diversement substituées en para ont été transformées en sels d’arenediazonium
par un exces d'une solution acide de nitrite de sodium. On a ensuite réalisé la copulation diazoique
en faisant réagir ces sels en quantité équimolaire avec des phénolates diversement substitués mais
possédant au moins un substituant en para (Figure 3.2). Tous les produits synthétisés ont été purifiés
par chromatographie sur colonne et/ou recristallisation a des fins analytiques. Les modes opératoires

et les caractérisations sont décrits en annexe A.

R4 OH Rs Ry
NaNO, ® Rs N
X NH; X@NEN x N
HCI (conc) NaOH (10%)

FIGURE 3.2 — Schéma de synthese des molécules de la série 2-hydroxyazobenzéne.

HO R>

3.1.2 2-hydroxyazobenzeénes du type THXCI,

Comme nous I'expliquerons plus loin, une attention particuliere a été portée a la série THXCI;.
Les membres de cette série ayant été synthétisés avec succes sont présentés sur la figure 3.3 ainsi que

les rendements de synthése associés. [

3.1.3 Autres molécules de la plateforme 2-hydroxyazobenzene

Apreés avoir fait varier le groupement en para du noyau aniline (noté X sur la figure 3.2) pour abou-
tir a la série THXCI;, d’autres séries de molécules basées sur le motif 2-hydroxyazobenzéne ont éga-
lement été explorées. Il a donc été envisagé de modifier le nombre et la nature des substituants du
noyaux phénolique (notés R,, R, et R, sur la figure 3.2 conformément a leur position relative au

groupement hydroxyle). Les structures des molécules et les rendements associés sont présentés fi-

la]. Pour compléter la série THXCl, la synthése de la molécule THNMe,Cl, (avec un substituant trés €électrodon-
neur en para) a été envisagée. Nous n'avons cependant pas été capables d’isoler le produit de diazotation. Considérant
le fort dégagement gazeux observé lors de l'ajout du phénolate, nous avons supposé que le diazonium issu de la 4-

diméthylaminoaniline n’est pas stable, méme a faible température.
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MeO

HO Cl

Cl

THOMeCl3
(30 %)

MeS

HO Cl

Cl

THSMeCly
(63 %)

Br

HO Cl

Cl

THBICl g
(90 %)

FIGURE 3.3 — Molécules de la série THXCI,; ayant été synthétisées et rendements associés.

HO Cl

cl
THXCl3

Me

HO Cl

Cl

THMeCl3
(65 %)

HO Cl

Cl

TH,Cl3
(70 %)

KOsS

N=N Cl
HO Cl

Cl

THSO3KCl3
(50 %)
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gure 3.4. (b [c]
MeQO MeQO MeQO
N=N N=N N=N
HO Cl HOOMe HOONOZ
Cl
THOMeCl, THOMeMe THOMeNO,
(55 %) (95 %) (61 %)
< ? < 2 N\ /
N=N N=N N=N
HO Cl HO F HOOMe
Cl F
THzclz TH2F2 TH2Me
(69 %) (95 %) (71 %)

FIGURE 3.4 — Autres molécules de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne mais n'appartenant pas a la série THXCL,

ayant été synthétisées et rendements associés.

3.2 FEtude de lisomere trans de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne

Les résultats présentés de maniere détaillée dans la suite de ce chapitre concerne la molécule
TH,Cl; dont les caractéristiques physico-chimiques sont intermédiaires parmi les molécules étu-
diées. Les spectres obtenus avec les autres molécules sont reportés en annexe B. La discussion des
résultats sur 'ensemble des molécules est effectuée de facon globale en fin de chaque partie.

La quasi-totalité des molécules étudiées n’étant pas solubles dans 'eau, les études physico-chimiques
ont été menées dans un mélange d’eau (ou de tampon aqueux) et d’acétonitrile dans des proportions

identiques en volume.

3.2.1 Observations préliminaires

La molécule TH,Cl; possede un groupement phénol connu pour étre un acide faible. U914 fi-
gure 3.5 montre ainsi I'évolution du spectre d’absorption de cette molécule en fonction du pH. |4
La comparaison des spectres a pH = 7.2 et a pH = 11.1 montre un effet bathochrome marqué

lorsque que I'on passe d'un pH acide a un pH basique puisque la longueur d’onde du maximum

[b]. Notons que les molécules de ces nouvelles séries ont toutes en commun de ne pas présenter de substituant en posi-
tion 5 du phénol initial. Nous verrons dans la suite que cette position semble avoir une importance quant aux caractéris-

tiques physicochimiques des molécules (voir paragraphes 3.2.3 et 3.2.3).
[c]. Comme pour la série THXCl; nous avons échoué a synthétiser d’autres membres permettant de compléter ou de

prolonger ces séries comme les molécules TH,NO,,, TH,Br, ou TH,Ph. Notons qu’apres étude de la molécule TH,F,,

nous avons décidé de ne pas synthétiser THOMeF,, (voir paragraphe 3.3.4).
[d]. Lamesure a été réalisée dans I'obscurité pour éviter toute isomérisation trans — cis (voir paragraphe 3.3.1).
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700

A (hm)

FIGURE 3.5 - Spectres d'absorption de TH,Cl, q TH2C13] =42 uM).-pH=7.2,8.0,8.3,8.9,9.1,9.5,9.8, 10.1, 10.3,
10.6, 11.1 — Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) /
acétonitrile (1/1). T=25°C.

d’absorption passe de 345 nm pour le spectre a pH = 7.2 a 435 nm pour le spectre a pH = 11.1. Cet

effet bathochrome est en accord avec 'existence de deux formes acido-basiques :

— l'une pour laquelle le phénol est protoné, notée TH;;

— l'autre pour laquelle le phénol est déprotoné, notée T.

En effet, la conjugaison de la molécule déprotonée T est plus importante que celle de la molécule
protonée TH puisque le groupement O~ a un effet mésomere donneur plus fort que le groupement

OH.

Ces deux formes sont impliquées dans un équilibre acido-basique dont la constante thermody-

namique est notée K, Tyt (figure 3.2.1).

Cl Cl Cl Cl

Ka THiT ®
//N _ 4 N + H
N N

3.2.2 Dosage spectrophotométrique et détermination de pKary,t

A partir des courbes montrant la variation de 'absorbance de TH, Cl; en fonction du pH, on a pu
déterminer la valeur de pK, ta/T- On a ainsi réalisé un dosage spectrophotométrique de la molécule
TH,Cl,.

Le logiciel commercial SPECFIT/3213%-133 3 été utilisé pour réaliser un ajustement global de I'évo-
lution de ’absorbance en fonction du pH pour extraire de ces courbes la valeur de la constante d’équi-

libre. On trouve pK, ty/T = 9.4 £0.1.
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3.2.3 Discussion des résultats
Pour TH2C13

La valeur de ce pK, est supérieure a celle que nous avons mesurée pour la molécule de 2,4,5-
trichlorophénol (pK; = 8.3) malgré le groupement azo N=N en position ortho du phénol qui devrait
stabiliser I'ion phénolate et donc diminuer le pK, de la molécule.

Cette faible acidité de TH,Cl; peut ainsi étre attribuée a une liaison hydrogéne intramoléculaire
entre le proton phénolique et un des atomes d’azote de la liaison N=N (voir figure 3.6). Cette liaison
stabilise le proton phénolique plus efficacement que 'effet mésomere attracteur du groupement N=N
ne stabilise I'ion phénolate en ortho. La molécule est ainsi moins acide que le 2,4,5-trichlorophénol;

son pK, est plus élevé.

TH,Cl3

FIGURE 3.6 — Liaison hydrogene intramoléculaire dans la molécule TH.

L'étude du spectre RMN dans le chloroforme deutéré de la molécule TH,Cl; fournit un autre ar-
gument en faveur de I'existence d'une telle liaison hydrogene. En effet la valeur du déplacement chi-
mique du proton phénolique dans la molécule TH, Cl; est largement supérieure (14.6 ppm) a celle de
ce méme proton dans le 2,4,5-trichlorophénol (5.5 ppm). Ce déblindage indique que la densité élec-
tronique autour du proton dans la molécule TH, Cl; est plus faible que dans le 2,4,5-trichlorophénol,

ce qui est compatible avec I'existence d'une liaison hydrogene intramoléculaire.

Pour I'ensemble de la série THXCI,

Les valeurs des pK,ty/T des autres molécules de la série THXCl; sont présentées dans le ta-
bleau 3.1.

Pour rendre compte des variations de pK, Tyt selon la nature du substituant en para, les valeurs
des pK,th/T trouvées ont été portées en fonction du coefficient de Hammett o, associé a chaque
groupement en para (voir tableau 3.2). 14414 On obtient le graphe de la figure 3.7 pour lequel il est
possible d’ajuster les données expérimentales par une droite. On observe une bonne corrélation entre

les deux grandeurs et numériquement on obtient :

pKat/r=9.4—- 130

le]. Il est donc possible d’extrapoler le pK, /1 de tout 2-hydroxyazobenzene de la série THXCl, connaissant la valeur
de la constante de Hammett o associée a X.
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THXCl, pKata/T (£0.1) Substituant X Op
THOMeCl, 9.5 OMe -0.268
THMeCl, 9.7 Me -0.170
THEtCl, 9.6 Et -0.151
THSMeCl, 9.6 SMe -0.047
TH,Cl; 9.4 H 0
THCOOHCI, 9.2 COOH 0.132
THBrCl, 8.9 Br 0.232
THSO,KCl, 8.9 SO;K 0.381
THNO,Cl, 8.3 NO, 0.778
TABLE 3.1 — Valeurs des pK, T des mo- TABLE 3.2 — Valeurs des coefficients de
lécules de la série THXCI,,. Hammett o, associés a chaque substi-

tuant X en para.'**

10

pK

6l I I I I I
02 00 02 04 06 08

Or

FIGURE 3.7 - Graphe des pK, tr/ T des molécules de la série THXCI, poriés en fonction des coefficients de Hammett

o p associés a chaque groupement en para. Carrés : données expérimentales. Trait : ajustement par une droite.
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Ainsi, plus le groupement est électroattracteur et plus la fonction phénol présente un caractére

acide. Cette tendance peut étre expliquée par deux effets agissant dans le méme sens :

i. Leffet mésomere du groupement en para agit sur la densité électronique autour de 'atome
d’azote impliqué dans la liaison hydrogene intramoléculaire. Pour un groupement donneur,

cela stabilise donc d’avantage le proton phénolique et rend la molécule d’autant moins acide.

ii. Ce méme effet mésomere agit sur la stabilité de 'ion phénolate issu de la déprotonation de

I'acide. Un groupement donneur diminue ainsi le caractere acide du phénol associé.

Pour les autres 2-hydroxyazobenzénes

Les valeurs des pK; t/T des molécules des autres séries sont présentées dans le tableau 3.3. No-
tons que pour la molécule THOMeMe, seule une borne inférieure de la valeur de pK, g/ @ pu étre
donnée puisqu’au dela de pH=12 I'électrode pHmétrique utilisée n’est plus précise et le tampon

Britton-Robinson se met a précipiter.

THXCl, pKata/T (£0.1)

THOMeMe >12 Phénol pKa (£0.1)
TH,Me 11.2 4-méthylphénol >11.6
TH,F, 8.8 2,4-difluorophénol ~ 10.1

THOMecCl, 9.2 2,4-dichlorophénol 9.4
TH,CL, 8.7 4-nitrophénol 8.3

THOMeNO, 7.8

TABLE 3.4 — Valeurs des pK, des phénol associés.

TABLE 3.3 — Valeurs des pK, tu)T des molécules

des séries autres que THXCL,.

Méme si le faible nombre de molécules dans chaque série rend leur comparaison plus difficile

que dans la série THXCI,, certaines tendances peuvent étre dégagées :

- Les comparaisons des pK, de THOMeMe et TH,Me d’une part et de ceux de THOMeCl, et
TH,Cl, d’autre part montrent que la valeur de pK,ty/T est d’autant plus grande que le sub-
stituant en para est électrodonneur (pour une méme structure de la partie phénolique). Cette
observation est en accord avec I'effet de substituant observé pour la série TH,Cl; et renforce
les justifications évoquées pour I'expliquer.

- La comparaison de TH,Me, TH,Cl,, TH,F, d'une part et d¢ THOMeMe, THOMeCl, et

THOMeNO, d’autre part montre que la valeur de pK, T/t est d’autant plus grande que le noyau

[f]. La valeur plus élevée du pK, du 2,4-difluorophénol par rapport au 2,4-dichlorophénol semble étonnante : on s’at-
tend en effet a ce que les forts effets inductifs attracteurs du fluor rendent le 2,4-difluorophénol plus acide. En fait, I'effet
mésomere donneur de ’atome de fluor est plus fort que celui du chlore (le recouvrement entre les orbitales 2p du fluor et 2p
du carbone est meilleur que le recouvrement 3p du chlore avec le 2p du carbone). Les deux effets antagonistes (mésomeére
donneur et inductif attracteur) tendent donc a s’annuler dans le cas du dérivé fluoré alors que I'effet inductif attracteur

prédomine dans le cas du dérivé chloré, justifiant par la méme la plus forte acidité du 2,4-dichlorophénol.
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phénolique est substitué par des groupements électrodonneurs (pour une méme partie ani-
line). Comme précédemment, I’augmentation directe de la densité électronique du noyau phé-

nolique déstabilise 'ion phénolate et rend la molécule moins acide.

Comme on I'a fait pour la molécule TH,Cly, il est possible de comparer les valeurs des pKa ta/T
des molécules étudiées ci-dessus et les pK; des phénols associés (voir tableau 3.4).

Contrairement a ce qui avait été constaté en comparant TH, Cl; (p Ky ta/T = 9.4) etle 2,4,5-trichlorophénol
(pK; =8.3), le pK, des 2-hydroxyazobenzenes des autres séries est toujours inférieur a celui du phénol

associé. Pour justifier qualitativement cette tendance, on peut supposer que :
i. Laliaison hydrogene intramoléculaire est moins efficace que dans la série THXCI;.
ii. Leffet mésomeére attracteur du groupement N=N est plus efficace que dans la série THXCI;.

Si la supposition i. n’est pas facile a étayer, on peut justifier la ii. en disant que la moins bonne
conjugaison entre I'ion phénolate et la double liaison N=N dans la série THXCl; est due au substi-
tuant en position 5 du phénol. En effet, la géne stérique engendrée par ce substituant peut conduire a
une légere torsion de la liaison azote—carbone amenant I'ion phénolate et la double liaison N=N a ne
plus étre rigoureusement coplanaire. Cette justification est confortée par la comparaison des maxima
d’absorption des phénolates pourvus ou non de groupement en position 5 du phénol (toutes choses
égales par ailleurs). Ainsi, on observe un déplacement vers le rouge de la longueur d’onde du maxi-
mum d’absorption en passant du phénolate de TH,Cl; (435 nm) a celui du TH,Cl, (477 nm) et en
passant du phénolate de THOMeCl, (426 nm) a celui de THOMeCl, (475 nm). lg]

3.3 FEtude de lisomere cis de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne

3.3.1 Observations préliminaires

La figure 3.8 compare les spectres d’absorption de la molécule TH, Cl; a différents pH en présence
ou en I'absence d’illumination prolongée 2 365 nm. (!

Quel que soit le pH auquel on se place, on observe que l'illumination d'un échantillon de la molé-
cule TH,Cl; cause un effet hypochrome marqué : la variation relative de I'absorbance est supérieure
a50 % a pH acide (figure 3.8 a) et de 'ordre de 50 % a pH basique (figure 3.8 b).

Les échantillons illuminés ont ensuite été abandonnés 10 min dans I'obscurité et leurs spectres
d’absorption ont été a nouveau enregistrés. Apres ces 10 minutes, le spectre d’absorption de I’échan-
tillon a pH = 7.8 se superpose exactement a celui de I"échantillon conservé dans 'obscurité. En re-
vanche, I’échantillon a pH = 11.8 ne montre aucune évolution du spectre d’absorption, méme en
laissant I’échantillon dans I’obscurité plusieurs heures.

Cette expérience met en évidence que les deux formes acido-basiques de la molécule TH,Cl; (TH

11

et T) ne sont pas stables sous illumination. La littérature sur les 2-hydroxyazobenzeénes!!! suggere

[g]. La différence d’agencement spatial entre 'atome d’oxygene et d’azote peut aussi expliquer une différence de stabili-
sation du proton phénolique par la liaison hydrogéne intramoléculaire mais aucune preuve expérimentale ne vient étayer

cet argument.
[h]. Toutes les expériences ont été réalisées a basse température (4 °C) pour limiter la vitesse de relaxation thermique vers

I'état d’équilibre comme expliqué au paragraphe 3.3.5.
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FIGURE 3.8 — Graphes représentant I'absorbance en fonction de la longueur d’'onde pour une solution de TH,Cl,
q THZCls] = 42 uM). Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?’
(0.04 M)) / acétonitrile (1/1). a : trait plein pH = 8, obscurité; pointillés pH = 8 irradié 5 min a 365 nm; b : trait
plein pH = 11.8, obscurité; pointillés pH = 11.8 irradié 5 min a 365 nm. T=4°C.

que cet effet soit dti a la photoisomérisation du 2-hydroxyazobenzéene de configuration trans en son

isomere cis (noté CH et C selon I'état de protonation).

Nos observations sont en accord avec cette interprétation :

i. Dans la littérature, les formes cis et trans possedent une longueur d’onde du maximum d’ab-
sorption approximativement identique; c’est effectivement ce que nous observons a un pH

donné;

ii. De méme, les formes cis sont décrites comme possédant un coefficient d’absorption molaire de
'ordre de la moitié de celui des formes trans, en bon accord avec les réductions d’absorbance

observées ici sous illumination.

Cette expérience préliminaire montre aussi que I'isomere cis de la forme protonée (CH) est in-
stable thermiquement a I’échelle de quelques minutes puisqu’en abandonnant un échantillon dans
I’état photostationnaire (contenant les formes cis et trans), on retrouve le spectre de la forme trans
seule a I'échelle de temps de la dizaine de minutes. Ce temps de relaxation thermique de I'ordre de
quelques minutes est en accord avec la littérature sur les azobenzenes de la série « aminoazoben-
zéne » comme expliqué au paragraphe 1.3.4.7%100.101 paraliglement, I'existence de la liaison hydro-
gene intramoléculaire dans la forme trans présentée sur la figure 3.6 a aussi été invoquée pour justifier
cette relaxation thermique particulierement rapide. 9!

En revanche, conformément a la littérature, 55146 I'isomeére cis de la forme déprotonée du 2-hydroxy-
azobenzene (C) est cinétiquement stable a la méme échelle de temps, puisqu’en abandonnant un
échantillon dans I'état photostationnaire, aucune évolution du spectre d’absorption n’est observée.
Un mécanisme réactionnel faisant intervenir une catalyse acide générale a été évoqué pour justifier

ce résultat. 147
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3.3.2 Modele cinétique

Lexpérience préliminaire précédente nous a incité a proposer un modele permettant d’interpré-
ter les propriétés photochimiques observées.
Le modele retenu implique que les 2-hydroxyazobenzenes existent al’état fondamental sous quatre

formes différentes :

une forme de configuration trans dans laquelle le phénol est protoné TH;;

une forme de configuration trans dans laquelle le phénol est déprotoné T;

une forme de configuration cis dans laquelle le phénol est protoné CH ;

une forme de configuration cis dans laquelle le phénol est déprotoné C.

Tout comme dans le cas des azobenzénes classiques, les formes trans des 2-hydroxyazobenzénes
sont thermodynamiquement stables alors que les formes cis évoluent thermiquement vers les formes
trans correspondantes. Dans les conditions d’illumination utilisées, on néglige donc la constante ci-
nétique de réaction trans — cis thermique devant la constante cinétique de réaction photochimique.
En revanche, on considere que la réaction cis — trans est a la fois thermiquement et photochimique-
ment activée (quel que soit I'état de protonation de la molécule).

Les états accessibles pour un 2-hydroxyazobenzene ainsi que les processus d’interconversion

entre ces états sont finalement représentés dans la figure 3.9 sur I'exemple de la molécule TH, Cl;. (i

Cl O Cl
ci NQN k:VH»CH Ci N%N
“oH K Ko | “@
CH

TH

ToTH TH->T 'C—CH CH—>C

Cl O Cl
Cli N~ hv Cl N
NN K . XN Cw
O v A
~o . k. L °@©
C

T

H .

FIGURE 3.9 - Processus d'interconversion entre les quatre états accessibles pour le 2-hydroxyazobenzene TH,Cl,.

Les équations cinétiques correspondant a ce modele sont :

d[;tH] —(k +k )[TH] vk

TH—T " “TH- cH [CHI + Ky . qH]T 3.1

CH—-TH

[il. Dans un premier temps, le modele utilisé privilégie le proton H* comme agent de reprotonation des formes ba-
siques. Il pourra ultérieurement étre remplacé éventuellement par un autre acide (un acide impliqué dans un tampon par

exemple).
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d [CH]

dr g can TH) = (Ko o+ Koy ppg) [CHI + K o [H*] (€ 3.2)
d[T
—;t] = kTHéT[TH]_(kT—»TH[Hq+kT—»C)[T]+kC—>T[C] (3.3)
d[C
d[t] B kCH_’C[CH]+kT—*C[T]_(kC—>T+kC—>CH[H+])[C] (3.4)

On suppose, conformément au modele décrit figure 3.9, que k_ . et k. . possédent une
composante thermique (notée avec A en exposant) et une composante photochimique (notée avec

hv en exposant), alors que k. etk possedent seulement une composante photochimique :

TH — CH
_ hv A
kCaT = kC—>T+kC—T (3.5)
_ hv A
kCH—>TH B kCH—»TH+kCH~TH 3.6)
_ hv
kT_>C = kT—»C 3.7
_ hv
krn_cn = kTH—»CH (3.8)

Dans les conditions expérimentales utilisées pour acquérir les données cinétiques, il est possible
de réduire le mécanisme présenté figure 3.9 pour décrire I’évolution temporelle du systeme.

TH et T (respectivement CH et C) sont en effet impliqués dans des réactions acido-basiques met-
tant en jeu des constantes cinétiques élevées. En particulier, '’échange de proton entre I'acide le plus
fort et la base la plus forte est généralement limité par la diffusion. 12 On suppose ainsi que TH (res-
pectivement CH) et T (respectivement C) sont en échange rapide a I'échelle de temps des réactions

photochimiques : on introduit alors des espéces moyennes notées T et C et qui vérifient :

[T] = (TH] + [T (3.9)
[E] = [CH] +[C] (3.10)
avec _ _
_[T] _[T]
[TH] = Katn/r et [T] = [H*]
1+ [H*] 1+ Katu/r
[CH] = [L et [C] = ﬂ
Kacuic +
T+ 7] 1+ L

ol Ky h/T (respectivement K, cy/c) est la constante thermodynamique associée a la réaction acido-

basique entre TH (respectivement CH) et T (respectivement C) :

[T] [H+] _ kTH—»T

Kata/r = (3.11)
[TH] ky_ 1
[CI[H*]  kgy_.

Kacuic = C[H I kCH ¢ (3.12)
[ ] C—CH

Cette hypothese (qui sera vérifiée a la fin du chapitre suivant) conduit a un mécanisme réactionnel

simplifié :
_ ks _
T—= (3.13)
ks_x
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En utilisant la réduction mécanistique effectuée, le systeme d’équations 3.1-3.4 devient :

d|[T)

avec
k K—THfr+-k H*
kT—»(_: _ T—C @ - THaCH[ ] (3.15)
[H*] + Katr/1
_ kC—»TKaCH/C+kCH—»TH[H+]
kE—»T = - (3.16)
[H*] + Kacnrc
On a en particulier :
kA I(aCH/(;+kA [H+]
N o | . CH—TH (3.17)
C-T [H*] + Kacurc
khv KaCH/C+th [H+]
v o= =T . CH—TH (3.18)
C—T [H*] + Kacnrc

Dansla géométrie mono-dimensionnelle utilisée pour effectuer I'illumination (voir paragraphe 4.1.4),

les constantes cinétiques kY, kv , kY
C—T CH—TH T-C

Iy appliquée sur la solution de 2-hydroxyazobenzeéne par les relations :

et k;”’ c sont par ailleurs liées a I'intensité lumineuse
116

K O = emAe) by (A6 € To(Ar) - exi(tji’f;tm E) (3.19)
K O) = e (AR by gy () € To(A) - exi(jfﬁym £) (3.20)
K () = ex(he) by () € To(he) exii;ffﬁ;t”lﬁ” (3.21)
K1Y () = ec(Ae) g (AB) € To(Ae) - exii;fiﬁ;tm ) (3.22)

avec

er(Ag), etn(Ag), ec(Ag) et ecu(Ar) les coefficients d’absorption molaire des especes T, TH, C et
CH alalongueur d’'onde d’excitation Ag;

G 1B, byt AR, bp _ (AB) €ty -y (AE) les rendements quantiques des photo-réactions
C—T,CH—TH, T— CetTH — CH a lalongueur d'onde d’excitation Ag;

Aot (Ag) 'absorbance totale de la solution a la longueur d’onde d’excitation Ag;

V le volume irradié;

- ¢ estlalongueur du trajet optique. '

Sil’on se place a une absorbance totale suffisamment faible (concentration en molécules TH2C13

faible), il est possible de développer au premier ordre les équations 3.22, 3.20, 3.21 et 3.19 pour obte-

nir :
ec(Ag) (Ap) € In(Ag)
Y (Ag) = 2.3 2 B 9o (e) o (3.23)
C—-T 174
eca(Ag) (Ap) £ Iy(Ag)
kv (Ap) =23 1 B Pen - mute) € Tolte (3.24)
CH—-TH %4
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er(Ag) (Ap) £ Iy(Ag)
Y (Ap) = 2.3 — B Py e € o (3.25)
T—C 14

Y =23 eTH(AE) Py _ cp(AB) € Io(AE) (3.26)
TH— CH %

On déduit ensuite les expressions des concentrations [T] et [E] en fonction du temps en consi-

dérant la condition initiale :

[T]+[C] =[T], (3.27)
d’ou
= =1 [Ke—7 ke _7
[T]=[T], . +(1—T)eXp(—kt)] (3.28)

o ke -
[C]:[T]o[l_ e | [1-exp(-kn)] (3.29)

avec k=ky_c+ks_ 5

La modélisation retenue ici implique deux types de parametres :

— des parametres thermodynamiques : les constantes d’équilibre des réactions acide-base K, ta/T
et Kacui/c;

— des parametres cinétiques : les constantes de vitesse Khv JKA Khv LKA kMY et
N C—T C-»T CH—-TH CH—TH T-—C
k v

TH— CH’
La suite de ce chapitre évalue une partie du modele cinétique présenté ci-dessus et traite de

la détermination de la constante thermodynamique acido-basique de 'isomere cis K, cu/c et des
constantes cinétiques de retour thermique ké et k2 . La détermination des constantes ci-

T CH—TH
nétiques photochimiques fera I'objet du chapitre suivant.

3.3.3 Détermination de pKacy/c et des constantes de retour thermique ké T et kéH H

Lisomere cis des azobenzénes ne possédant pas de fonction hydroxyle en ortho est générale-
ment isolable par une technique chromatographique opérée dans I'obscurité.”! En effet, pour ces
composés, le retour thermique cis — trans est généralement lent (de plusieurs dizaines de minutes a
plusieurs heures) ce qui donne suffisamment de temps a un opérateur pour isoler la molécule et I'étu-
dier.”®"! Ainsi, il est possible, aprés une étape de purification, d'opérer un dosage direct de I'isomere
cis pour obtenir son pKj.

A contrario, dans le cas particulier des 2-hydroxyazobenzenes, on a vu que I'isomeére cis est trop
instable pour étre isolé en milieu acide. Une détermination directe du pK, de la fonction phénol de
I'isomere cis, réalisée selon une approche thermodynamique analogue a celle effectuée avec 'iso-
mere trans — c’est-a-dire par étude de ’absorbance en fonction du pH — n’est donc ici pas possible.

Une approche cinétique est plus favorable pour déterminer la valeur de pK, c/c. On a ainsi utilisé
la dépendance de la constante de vitesse ké_’ 7 avec le pH explicitée dans I’équation 3.16. Pour cela,
on a irradié, a un pH contr6lé par un tampon, un échantillon de I'isomere trans pour 'amener dans
un état photostationnaire dans lequel les formes cis et trans sont présentes. On étudie ensuite la ci-
nétique du retour thermique cis — trans dans I'obscurité en enregistrant I'évolution de 'absorbance

de I’échantillon en fonction du temps.
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La figure 3.10 présente cette évolution pour une solution contenant la molécule TH,Cl; a pH =
4.8 apres irradiation a 365 nm pendant 5 min a 25 °C. On observe que le retour a '’équilibre (forme

trans seule) s’effectue a 1’échelle de la vingtaine de secondes.

A (346)

| | | |
0.0 0.5 1.0 15 2.0

t (min)

FIGURE 3.10 — Fvolution de I'absorbance & 346 nm en fonction du temps d'une solution contenant TH,Cl,
q TH2C13] = 53 uM) apres irradiation a 365 nm pendant 5 min. pH = 4.8. Mélange tampon Britton-Robinson
(acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®° (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

Pour exploiter cette courbe, on modélise le retour thermique vers la forme trans avec la réaction

suivante :

dont la cinétique du premier ordre fournit les concentrations en isomeéres cis et en trans (T et C) en

fonction du temps avec des concentrations initiales en forme cis [E] 0 et trans [T]O :

[T = [T] (1-exp(-K2_1))+ [T, (3.30)
[E] - [E]Oexp(—ké_it) (3.31)
d’ott Pexpression de I'absorbance :
A = egl|Clreze[T) (3.32)
= ext([C], +[T])+|C|, ce—ep texp(-kS_ 1 (3.33)

ol £g et &5 sont les coefficients d’absorption molaire de CetT et ¢ lalongueur de la cuve.

L'ajustement des données de retour al’équilibre par I'équation 3.33 donne ainsi acces a la constante
de vitesse du retour thermique ké_} T qui est extraite a différents pH.

Lajustement de la dépendance de ké—»T avec le pH par I’équation 3.16 permet finalement d’at-
teindre la valeur de pK,cn/c. La figure 3.11 présente les valeurs de k%ﬁ_ trouvées a différents pH
ainsi que 'ajustement par I'équation 3.16.

Le modele cinétique proposé rend donc compte de fagon satisfaisante des données expérimen-

tales. Lajustement fournit par ailleurs :

pPKacu/c(TH,Cl3) =6.6+0.1
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K'zyr (min™)

FIGURE 3.11 — Constantes de vitesse k> _ du retour thermique cis — trans en fonction du pH. Triangles : don-

—

nées expérimentales. Trait continu : ajustement selon l'expression 3.16. Mélange tampon Britton-Robinson (acide
acétique, acide borique, acide phosphorique’®® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

ainsi que les valeurs asymptotiques :

A _ .1
kCH CH (TH,Cl;) =4.5+0.1 min

kg (THyClg) =0.09+0.12 min™"

Lajustement des valeurs expérimentales par 'équation 3.16 permet d’accéder avec une bonne

CH—-TH

précision aux valeurs de pK,cn/c et k° . La précision sur la valeur de ké T est quant a elle
mauvaise : ké T est trop proche de 0 min~! pour étre déterminée précisément par cette méthode.

En fait, pour un pH de l'ordre de 8.5, la variation de I'absorbance au cours du temps est si lente que
la courbe A ={(t) reste linéaire pour une expérience d’'une durée de 60 min. De cette observation, on

peut déduire une borne supérieure pour la valeur de ké T(TH2C13) :

ke (TH,Cl3) <1.7 1072 min™"

3.3.4 Discussion des résultats

Pour TH2013

La valeur trouvée pour pK;, cu/c appelle deux remarques :

i. K,cn/c est environ trois ordres de grandeur plus grand que Kyt T (ApKy = 2.8). Cet effet est
da a la perte de la liaison hydrogene intramoléculaire dans I'isomere cis. Le proton phénolique

n’est plus stabilisé comme il I'était dans I'isomere trans (voir figure 3.12).

ii. pKacu/c est inférieur au pK; du 2,4,5-trichlorophénol (8.3) : la liaison hydrogéne intramolé-
culaire ayant disparue, seul demeure |'effet mésomere attracteur de la double liaison N=N. Ce

dernier stabilise I'ion phénolate et rend la molécule plus acide.
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c. c. ¢
N v N
O
“H-0  Cl hv +4 H-0
]
N
H CH

FIGURE 3.12 - Représentations des isomeres trans et cis de TH,Cl; montrant l'existence ou non d'une liaison

hydrogene intramoléculaire.

Pour I'ensemble de la série THXCI,

Les données expérimentales obtenues pour certaines des molécules de la série THXCl;, sont four-
nies en annexe. Les valeurs des parametres cinétiques et thermodynamiques extraites de ces résultats

sont reportées dans le tableau 3.5.

THXCl;  pKacurc k. .. 10%k}
+0.1 +0.1 (min™")  (min™!)
THOMeCl, 7.0 0.4 3+3
THMeCl, 6.6 1.2 242
THE(Cl, 6.8 1.5 242
THSMeCl, 6.7 2.6 242
TH, Cl, 6.6 4.5 <2

TABLE 3.5 — Valeurs des parametres thermodynamiques (pK, cu c) et cinétiques ( kéH et ké T) de certaines

—TH
molécules de la série THXCL,; obtenues en étudiant la cinétique du retour thermique apres illumination continue

—

au maximum d'absorption des formes TH en fonction du pH. T =25 °C.

Lexpérience décrite ici n’a pas pu étre menée avec les 2-hydroxyazobenzenes possédant un grou-
pement €lectroattracteur en para (THCO,HCIl;, THBrCl;, THSO,KCl; et THNO,CL;). En effet, pour
ces molécules, la cinétique du retour thermique est trop rapide pour permettre a I’expérimentateur
d’enregistrer I'évolution temporelle de 'absorbance apreés illumination continue.

On remarque que pour toutes les molécules étudiées, la précision obtenue est trés bonne pour

pKacu/c et kéH H et qu’elle est mauvaise pour ké , comme expliqué ci-dessus pour TH,Cl;.

Comme on I'a fait pour les valeurs de pK, tu/T, il est possible de corréler les grandeurs pK, cu/c

et ké aux valeurs des coefficients de Hammett o, associés a chaque groupement en para. 144,145

On obt?ent les graphes de la figure 3.13.

Comme pour le couple TH/T, la figure 3.13 a montre que le pK, du couple CH/C a tendance a
diminuer d’autant plus que le substituant en para est électroattracteur. Comme expliqué précédem-
ment, un substituant attracteur stabilise la forme phénolate et rend donc la molécule TH plus acide.

Cependant la faible dispersion des points du graphe tend a montrer que pKj, ci/c est moins sensible
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FIGURE 3.13 — a : Graphe des valeurs de pK, cuic des molécules THOMeCl;, THMeCl;, THEtCl,;, THSMeCl, et
TH,Cl; portées en fonction des coefficients de Hammett o, associés au groupement en para de chaque molécule.
- des molécules THOMeCl,, THMeCl,;, THEtCl;, THSMeCl; et TH,Cl, por-
tées en fonction des coefficients de Hammett o, associés au groupement en para de chaque molécule. Triangles :

—

b : Graphe des valeurs delog kéH

données expérimentales. Trait : ajustement par une droite. T =25 °C.

a cet effet de substituant que pK,th/t. Pour justifier cette tendance, on peut avancer que la forme
cis n'est certainement pas completement plane en raison d'une géne stérique importante entre les
noyaux aromatiques. Cela diminue le recouvrement orbitalaire entre les deux phényles : les effets
électroniques des substituants du phényle de I'aniline se propagent d’autant moins bien a la partie

phénolique de la molécule.

En ce qui conserne la variation de la constante cinétique de retour thermique kéH o 2Vee la
nature du substituant en para de I'aniline, I’ajustement des données du graphe b de la figure 3.13 par
une droite donne :

A — [j]
=0.66 +3. .
log kCH_, H 0.66+3.76 0 (3.34)

ol1la constante de vitesse est exprimée en min .

Il est clair qu’il y a une corrélation entre le caractere électrodonneur du substituant en para de
'aniline et la constante cinétique du retour thermique de la molécule protonée : plus le substituant
est électrodonneur et plus ce retour est lent.

Cet effet peut se justifier par 'augmentation du caractere simple liaison de la liaison N=N quand
le substituant est électroattracteur. Le doublet non liant du phénol ou du phénolate est en effet d’au-
tant mieux délocalisé que le groupement en para est attracteur. La double liaison N=N ainsi affaiblie
entraine l'instabilité thermique de I'isomere cis. Cette tendance a déja été observée dans la littéra-
ture. %

Ce résultat est en accord avec notre observation quant a la rapidité du retour thermique des mo-

lécules possédant un groupement électroattracteur. En particulier, s'il est trés difficile d’observer un

[jl. En supposant que quel que soit |'effet électronique du groupement fonctionnel en para de l'aniline, il n'y a pas de
changement de mécanisme dans le processus de retour thermique, il est possible de déterminer la valeur de la constante

de retour thermique ké H de n'importe quel 2-hydroxyazobenzene de la série Cl; par extrapolation.

—
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retour thermique a pH acide pour les molécules THCOOHCI, (o, = 0.132), THBrCly (o}, = 0.232) ou
THSO3KC13 (0p =0.381) méme a basse température (4 °C), on n'observe aucune variation de ’absor-
bance pour le molécule THNO, Cl; (o, = 0.78) quelle que soit la température tant le retour thermique

est rapide.

Pour les autres 2-hydroxyazobenzénes

Tout comme les molécules de la série THXCI; possédant un groupement électroattracteur en
para, quasiment toutes les molécules des autres séries 2-hydroxyazobenzéne ont un retour ther-
mique tres rapide, méme a pH basique. Nous n’avons donc été capables de mesurer les valeurs des
constantes de retour thermique que pour des valeurs élevées du pH. La figure 3.14 montre les valeurs
de ces constantes cinétiques en fonction du pH pour les molécules TH,Cl; (triangles) et THOMeCl,

(carrés).

0.25 -

020

k(™
T

0.10 —

0.05—

0007 ! ! ! 1

9.5 10.0 10.5 11.0 115

pH

FIGURE 3.14 — Constantes de vitesse k> _ du retour thermique cis — trans en fonction du pH pour la molécule

—

TH,CI, : triangles : données expérimentales; trait continu : ajustement selon l'expression 3.16. Pour la molécule
THOMeCl, : carrés : données expérimentales; trait continu : ajustement selon l'expression 3.16. Mélange tampon

Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

On note ainsi que le temps caractéristique de retour thermique a pH = 10.4 est de quelques se-
condes pour TH,Cl, alors qu'’il est estimé a plusieurs heures pour TH,Cl; ! De plus, I'effet du substi-
tuant en para du noyau aniline sur la cinétique de retour thermique est identique a celui déja observé
pour la plateforme THXCI, : la figure 3.14 montre en effet qu'a méme pH le retour thermique de
THOMeCl, est plus lent que celui de TH,Cl, (par exemple, a pH = 10.4, le temps caractéristique est
de I'ordre de quelques dizaines de secondes pour THOMeCl,).

La substitution du noyau phénolique est importante aussi. Ainsi le composé fluoré TH,F, pré-
sente une cinétique de relaxation thermique extrémement rapide a tous les pH, méme les plus ba-
siques. Nous n’avons d’ailleurs été capables d’enregistrer sa cinétique de retour qu'apH =11.7 comme
présenté sur la figure 3.15. A ce pH, le temps caractéristique de retour thermique est de 10 s pour
TH,F, alors qu’il est de 420 s pour TH, CL,.

Pour les composés THOMeMe et TH,Me dont le noyau phénolique est enrichi en électron, aucun
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FIGURE 3.15 — Evolution de l'absorbance a 323 nm en fonction du temps d'une solution contenant TH,F,
q TH2F2] =19 uM) apres irradiation a 323 nm pendant 5 min. pH = 11.7. Mélange tampon Britton-Robinson
(acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

retour thermique n’a pu étre enregistré, méme a pH = 12.

A contrario, pour le composé THOMeNO,, la valeur de pK,cn/c a pu étre déterminée puisque le
retour thermique de cette molécule est suffisamment lent pour étre enregistré a tous les pH comme le
montre la figure 3.16. Apres le méme traitement analytique que celui présenté plus haut, on obtient
donc pK,cu/c = 6.7. Cette valeur est inférieure a celle du 4-nitrophénol associé (8.3) et a celle de
I'isomere trans (7.8). Comme précédemment on peut attribuer ces différences de pK;, a I'effet de la
double liaison N=N dans le premier cas et a 'existence de la liaison hydrogéne intramoléculaire dans

le second (en plus de 'effet de la double liaison).

1.6

1.4 A

12+

1.0

0.8

k (min™)

0.6 —

0.4

pH

FIGURE 3.16 — Constantes de vitesse k> _ du retour thermique cis — trans en fonction du pH pour la molécule
THOMeNO,, : triangles : données expérimentales; trait continu : ajustement selon l'expression 3.16. Mélange
tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T

=25°C.

En résumé nous voyons donc que :
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i. De maniere générale la cinétique de retour thermique pour les séries autres que THXCI, est plus
rapide que pour la série THXCl;. Sans étre capables de finaliser une explication, nous pouvons
supposer que la position 5 du phénol a une importance déterminante sur cette cinétique de

retour thermique, tout comme elle semblait I’avoir sur la valeur des pK; th/T-

ii. Comme précédemment, plus le noyau aniline est enrichi en électrons et plus la cinétique de
retour thermique est lente. L'explication évoquée plus haut dans la série THXCI; est ici encore

valable.

iii. Plus le noyau phénolique est enrichi en électrons et plus la cinétique de retour thermique est
rapide Y. On peut argumenter que des substituants attracteurs diminuent la délocalisation des
doublets du phénolate vers le noyau aniline, diminuant par 1a méme le caractere simple liaison

de la liaisons N=N.

Revenons enfin sur le cas particulier de THOMeNO,. La diminution de la constante de vitesse de
retour thermique pour des faibles valeurs du pH (déja légerement observée dans le cas de la molécule
THOMeCl,) peut étre expliquée par la protonation d’'un des atomes d’azote Il de la double liaison en

milieu acide comme illustré ci dessous.

Hd J@Q

N\)\I® OH

Cette protonation (facilitée par I'effet électrodonneur du groupement OMe) donne un caractere de

simple liaison a la liaison N=N, ce qui peut justifier 'augmentation de la vitesse de retour thermique.

Finalement, n'étant pas équipé, dans le cadre de ce travail de thése, pour étudier précisément les
molécules dont le retour thermique est trop rapide, nous avons décidé de laisser de c6té les molécules

n‘appartenant pas a la série THXCl; pour nous concentrer sur les membres de cette dernieére.

3.3.5 Influence de la température sur la constante de retour thermique

Dans la partie 3.3.1 nous nous sommes placés a basse température pour limiter la vitesse du re-
tour thermique cis — trans. Pour étudier l'effet de la température sur la valeur de la constante de
vitesse ké _ g OUs avons reproduit I'expérience de la figure 3.10 a plusieurs températures (de 15.5
a34.7 °C). La figure 3.17 montre |'évolution du coefficient d’absorption molaire en fonction du temps
aumeéme pH et pour les deux températures extrémales testées. Conformément auxlois de la cinétique
chimique, la réaction de retour thermique est d’autant plus rapide que la température est élevée. Pour
déterminer les parameétres d’activation associés a cette réaction (A, H 7° et A;S7°), nous utilisons la re-

lation d’Eyring : 148

kg T AH?® — T AS7°
=——exp|— (3.35)

k
h RT

[k]. Comme évoqué précédemment, on voit ici encore que le fluor a un effet électroattracteur moins fort que le chlore.
[l]. Wettermark et al.®® reporte un pK, de I'ordre de 2.9 pour cet atome d’azote dans I'eau sur la molécule TH,Me.
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FIGURE 3.17 - Evolution du coefficient d’absorption molaire it 347 nm en fonction du temps d'une solution conte-
nant TH,Cl, ((TH,Cl,| = 44 uM) apres irradiation a 347 nm pendant 5 min. pH=4. T=155°Cet T=34.7°C.
Meélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile

(1/1).

La figure 3.18 montre le tracé de ln% en fonction de % L'ajustement des données par une droite

permet d’accéder directement a :

AH?® =61.6kK.mol™"  A.87°=59.5].mol '.K!
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FIGURE 3.18 — Graphe portant lné en fonction de l'inverse de la température (k en s et T en K) oit k est la
constante de vitesse du retour thermique pour une solution de TH,Cl, (| [ TH2C13] =44 uM) apres irradiation a
347 nm pendant 5 min. pH=4. T=155°C, 19.6°C, 24.4°C, 29.2°C et T = 34.7 °C. Mélange tampon Britton-

Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique 129 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1).

Bien que cette étude en température n’ait été réalisée que sur une seule molécule (TH,Cl;) et a
un unique pH, deux points sont a souligner :

i. Ilestnécessaire pour!’ensemble des analyses physico-chimiques effectuées de thermostater au

mieux les échantillons en particulier s’ils sont éclairés par des lampes UV de fortes puissances
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qui peuvent entrainer un échauffement de la solution.

ii. Il peut étre intéressant de se placer (comme on 'a déja fait) a faible température pour ralentir

le retour thermique.

Conclusions

Dans ce chapitre nous avons montré (quand cela a été possible) que les isomeres cis étaient ap-
proximativement trois ordres de grandeur plus acides que les isomeéres trans associés (ApK, compris
entre 2.6 et 3.1). Une telle variation d’acidité est singuliere dans la littérature et attractive compte-tenu
de I'effort de syntheése modeste pour atteindre les molécules de la série THXCI;.

De plus, I'étude des effets de substituants nous a montré que la plateforme 2-hydroxyazobenzene
est largement adaptable. 1l est en effet possible de moduler les pK, des formes trans et cis et la
constante de vitesse de la réaction de retour thermique en choisissant correctement la nature élec-
tronique des substituants. Notons que les corrélations d’énergie libre effectuées dans la série THXCl,
permettent de sélectionner une molécule, selon I'application envisagée, en fonction de ses proprié-
tés thermodynamiques et/ou cinétiques. En particulier, la valeur du temps caractéristique de retour
thermique peut étre choisie dans une gamme allant de la centaine de secondes (pour THOMeCl,)
a la dizaine de millisecondes (valeur extrapolée pour THNO,Cl;). Par ailleurs les molécules des sé-
ries autres que THXCI; (a I'exception de THOMeNO,) peuvent étre utilisées pour des applications

nécessitant des cinétiques rapides.
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Chapitre 4

Détermination des parametres
photochimiques dans I'UV de TH,Cl,

Introduction

Le chapitre précédent décrit la syntheése des molécules de la plateforme 2-hydroxyazobenzene puis
présente les études physico-chimiques donnant accés aux constantes thermodynamiques des couples
TH/T (pKata/T) €t CH/C (pK; cu/c) et les valeurs des constantes cinétiques d’isomérisation cis—trans
thermiques (KA et k2 ).

C—T CH—TH

Dans ce chapitre, nous allons déterminer les constantes cinétiques des réactions photochimiques

décrites dans le mécanisme de la figure 3.9 : Koo kMY et kM
C—T CH—TH T-—C TH—CH
tiques étant dépendantes de I'intensité lumineuse et du volume de la solution (voir équations 3.19,

. Ces constantes ciné-

3.20, 3.21, 3.22), on détermine in fineles parametres photochimiques intrinséques du systéme :

— les rendements quantiques de photo-conversion ((/)TH . CH (,bCH L TH (,bT _cet (,bC _ T) ;

— les sections efficaces de photo-conversion (eTH Ppy _ cpp ECH P gy — o ETPr_ ¢ €LECPH_ p)-
La connaissance de ces parametres est cruciale pour analyser quantitativement les phénomeénes de
variations de pH photoinduites présentées dans les trois chapitres suivants.

Cependant, si la littérature est prolixe sur la détermination des données photochimiques des azo-

7071 elle est beaucoup plus pauvre en ce qui concerne I'étude des molécules de type ami-

benzenes,
noazobenzéne comme les 2-hydroxyazobenzeénes (voir la partie 1.3.4). En effet, 'évaluation des para-
metres cinétiques des réactions photochimiques pour les azobenzenes a généralement été menée en
étudiant la variation de I’absorbance de solutions contenant ces molécules apres des illuminations de
durée variable. Or, la plateforme 2-hydroxyazobenzéne qui est au coeur de notre étude présente des
vitesses de 'isomérisation cis—trans thermique trop grandes pour pouvoir étre étudiée de la méme
maniere. En effet, comme nous I’avons déja fait remarquer, le temps nécessaire a l'opérateur pour me-
surer 'absorbance d'une solution acide préalablement irradiée est du méme ordre de grandeur que
le temps caractéristique de I'isomérisation cis—trans thermiques (de quelques secondes a quelques
dizaines de secondes selon la molécule). Il est donc nécessaire de trouver des méthodes alternatives.

Toutes les méthodes que nous proposons dans cette partie reposent sur le méme principe : le

systéme est perturbé par une excitation lumineuse (potentiellement périodique) et la réponse a cette

89



CHAPITRE 4. DETERMINATION DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DANS L'UV DE TH, CL,

perturbation (on parle de «relaxation ») est analysée pour en déduire les caractéristiques photochi-
miques du systeme. Dans ce travail de thése, trois méthodes photochimiques connexes ont été utili-
sées et seront présentées successivement :

- une méthode de relaxation utilisant la fluorescence comme observable ;

— une méthode de modulation fréquentielle utilisant la fluorescence comme observable;;

— une méthode de relaxation utilisant 'absorbance comme observable.

Dans la derniére partie du chapitre, les différents résultats obtenus seront confrontés. A la diffé-
rence du chapitre précédent et au vu de la lourdeur expérimentale de certaines des méthodes présen-

tées, seule I'étude de la molécule TH, Cl; a été effectuée.

4.1 Méthode de relaxation utilisant la fluorescence comme observable

4.1.1 Principe du protocole expérimental

Dans des travaux antérieurs de notre groupe de recherche portant sur des systémes photo-actifs
rapides, I'évaluation des parameétres cinétiques a reposé sur I'analyse de la variation au cours du
temps de l'intensité de fluorescence d'un réactif ou d'un produit sous illumination continue. Cette
illumination est responsable a la fois de la réaction photochimique et de I'’émission de fluorescence
rapportrice de I'évolution temporelle des concentrations. *®

Ici, les 2-hydroxyazobenzeénes étudiés ne fluorescent pas, ce qui empéche toute étude directe ana-
logue.

Cependant, I'étude des spectres d’absorption des formes cis et trans des molécules de la série
TH, Cl; (figure 3.8) a mis en évidence un fort effet hypochrome lors du passage trans — cis sans chan-
gement significatif de la longueur d’'onde du maximum d’absorbance.!!! Ainsi, un échantillon de
2-hydroxyazobenzene soumis a une excitation a la longueur d’onde du maximum d’absorbance de la
molécule peut jouer le role de «filtre interne dynamique ». Au début de l'illumination, une grande par-
tie du rayonnement est absorbé par I'échantillon, conduisant a I'isomérisation trans — cis. Comme
I'isomere cis absorbe moins que le trans et que I’échantillon est enrichi en forme cis au fur et a mesure
du temps, I'absorbance totale diminue puis se stabilise une fois I’état photostationnaire atteint.

Ce phénomeéne nous a donné 'idée d’ajouter au milieu réactionnel un rapporteur fluorescent
dont l'intensité de I’émission dépend uniquement de I'absorbance de la solution et qui est ainsi sen-

sible aux réactions photochimiques mises en jeu.

4.1.2 Choix du rapporteur fluorescent : larhodamine B

Pour étre utilisable dans notre étude, ce rapporteur fluorescent doit respecter un cahier des charges:

— étre soluble dans le solvant utilisé (eau / acétonitrile (1/1));

— absorber peu a la longueur d’'onde du maximum d’absorption de TH,Cly (i.e. vers 350 nm) afin
que I'absorbance de la solution soit dominée par I'absorbance de TH,Cl;;

- émettre peu a la longueur d’onde du maximum d’absorption de TH,Cl; (i.e. vers 350 nm) pour
éviter que la lumiere émise ne soit réabsorbée par TH,Cl;, ce qui compliquerait I'interpréta-

tion;
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— émettre le plus possible a une longueur d’onde supérieure a la longueur d’onde du maximum
d’absorption de TH2C13 (i.e. largement au dessus de 350 nm), dans un domaine de longueur
d’onde ol aucune absorption ne se manifeste.

Le rapporteur fluorescent choisi est la rhodamine B. Sa structure est présentée figure 4.1. Les
caractéristiques physico-chimiques de cette molécule ont été tres largement étudiées en raison de
son utilisation comme colorant laser. %1% La rhodamine B a un rendement quantique élevé : de 10
a 100 %, dépendant de son environnement (solvant, température).150 Les spectres d’absorption et
d’émission (apres excitation a 350 nm) de la molécule sont présentés sur la figure 4.2 et montrent
que:

— larhodamine B absorbe principalement autour de 550 nm et peu autour de 350 nm;

— elle émet principalement autour de 570 nm et peu vers 350 nm.

De plus, cette molécule est soluble dans le mélange eau / acétonitrile (1/1). La rhodamine B est donc

compatible avec le cahier des charges établi plus haut.

®
Et,N o) NEt,
90¢
! COOH

FIGURE 4.1 - Structure de la molécule de rhodamine B.
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FIGURE 4.2 — a : Spectre d’'absoption d’'une solution de rhodamine B (de concentration 1 uM). b : Spectre de fluo-
rescence d'une solution de rhodamine B (de concentration 1 uM) illuminée a 350 nm. Mélange tampon Britton-

Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). pH=4. T=25°C.

4.1.3 Expérience de principe

La figure 4.3 présente la variation de I'intensité de fluorescence d’une solution contenant TH,Cl,

et de la rhodamine B collectée a la longueur d’onde du maximum d’émission de la rhodamine B
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(Ap=574 nm), lorsque I'excitation est réalisée au maximum d’absorption de la forme trans de TH, Cl;
(Ag=374 nm). On observe une augmentation de I'intensité de fluorescence de larhodamine B al’échelle

de quelques secondes.
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FIGURE 4.3 - Intensité de fluorescence en fonction du temps d'une solution contenant la molécule TH,Cl; (de
concentration 4.8 uM) et la rhodamine B (de concentration 1.0 uM). Tampon Britton-Robinson (acide acétique,
acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé a pH = 4.3. Ap = 347 nm. Ap = 574 nm.
Lexpérience a été réalisée a l'aide d’'un dispositif stopped-flow. T =25°C.

Cette observation est en accord avec le raisonnement qualitatif suivant : A I'instant ¢ = 0 s, le 2-
hydroxyazobenzéne est uniquement sous la forme trans. Sous illumination, 'isomere trans se trans-
forme en cis : I'absorbance totale de la solution diminue. Les molécules de rhodamine B recoivent
donc de plus en plus de lumiere. En conséquence, elles en ré-émettent de plus en plus et 'intensité
de fluorescence augmente jusqu’'a ce que I'état photostationnaire soit atteint. La variation de 'in-
tensité de fluorescence de la rhodamine B rapporte exactement les variations de I'absorbance de la

solution de 2-hydroxyazobenzeéne.

4.1.4 Formalisation de l'utilisation d’un rapporteur fluorescent pour atteindre I’évolu-

tion temporelle de I'absorbance de la solution

Pour rendre compte des résultats observés dans la figure 4.3, on exprime d’abord l'intensité de
fluorescence de la solution de rhodamine B en fonction de 'absorbance du 2-hydroxyazobenzéne puis
on dérive la variation de son intensité de fluorescence en fonction du temps en utilisant le modeéle ci-

nétique développé dans le chapitre précédent.

Considérons une cuve de longueur ¢ traversée par un rayonnement incident d’intensité I et de
longueur d’onde excitatrice Ag (figure 4.4).

Cette cuve contient la molécule TH,Cl; (de concentration crH,cl, et de coefficient d’absorption
molaire ETH,Cl,) a étudier et la rhodamine B (de concentration crpeda €t de coefficient d’absorption
molaire egpoda)- La cuve est illuminée a la longueur d’onde du maximum d’absorbance du 2-hydroxy-

azobenzeéne (Ag = 350 nm), pour laquelle I'absorbance de la rhodamine B est faible (voir figure 4.2).
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0 X X +dx

FIGURE 4.4 — Schéma d'une cuve de longueur €.

Dans les conditions expérimentales utilisées, les concentrations relatives en TH,Cl; et en rhoda-
mine B sont choisies telles que les absorbances respectives soient dans un rapport de 10 a 1. L'émis-
sion de fluorescence est collectée a la longueur d’'onde du maximum d’émission de la rhodamine B
(Ag =574 nm).

D’apres la loi de Beer-Lambert et en négligeant la contribution de la rhodamine B a I’absorbance

a Ag, on dérive 'intensité I(x, Ag) de la lumiére atteignant la tranche d’épaisseur dx :
I(x, Ag) = Io(Ag) exp(—2.3€tn, c1, (AE) crH,CI, X) 4.1

Lintensité lumineuse moyenne arrivant sur la longueur de la cuve est alors :

I 1 ff I A dx = (A )1—CXP(—2-3ATH2013(/1E)) 42)
= X, x= .
B o ¢ o 2.3 Arn,cl, (Ag)

avec
Arn,cl, = €TH, 0L, CTH,CI, ¢ 4.3)
En écrivant que l'intensité de fluorescence recueillie a la longueur d’onde Ay est proportionnelle a

I'intensité lumineuse absorbée par la rhodamine B, on écrit alors : 1!

Ie(Ag, Ap) = k FA(Ap) (1 - exp(~2.3 ARnodas (Ar))) (I (Ap)) (4.4)

avec : ARhodaB = €RhodaB ¢ CRhodaB
etol:

— le facteur de proportionnalité k dépend de plusieurs parametres dont I'angle solide dans lequel
I'appareil collecte la fluorescence, la bande passante des monochromateurs ou la sensibilité de
I'appareil ;

— F(Ap) est'intensité de fluorescence par photon absorbé en fonction de la longueur d’onde des
photons émis.

d’ou
1 —exp(—2.3 Atn, 1, (AE)

2.3 Arn,cr, (Ag)

Alalongueur d’onde Ag, on considere que seul TH,Cl; absorbe. On identifie donc I'absorbance

Ir(Ag, Ap) = k Fy(Ap) (1 — exp(—2.3 ARhodaB(AE))) Io(AE) (4.5)

totale de la solution a I'absorbance de TH,Cl;. On a alors, en regroupant tous les termes constants
dans une constante globale C :
1- exp(—2.3 Atot(}LE))

(g, Ap) = C 4.6)
PR 2.3 Ator(Ap)
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ol Atot(Ag) est’absorbance de la solution a la longueur d’onde Ag.
Dans ’hypotheése du mécanisme réactionnel 3.13, I'expression de I’absorbance de la solution sous

illumination, dominée par le dérivé TH2C13, estégalea:

AoiMe) = egp) £ [C|+exe) ¢[T] (4.7)
_ k= =
= [T],¢ |ex(AE) + (eg(Ap) — e5(AE)) T;C(l—exp(—kt)) (4.8)
b
= ATO(AE)+E(1—exp(—kt)) (4.9)

avec b= [T|, 0 (eg(Ag) — ex(AR) kg _ g et Ago(Ap) = [T],¢e5(Ap) absorbance initiale de T . On en dé-

duit grace a la relation 4.6, 'expression de I'intensité de fluorescence en fonction du temps :

1-exp(—2.3 (Ag, + 2(1 - exp(—k1)))

Ir(t)=C b
2.3 (Agy + 21 —exp(=k1)

(4.10)

b=[T] lleg-enks_g

k=ks_gtke_x
4.1.5 Validations du protocole expérimental

Premiere validation

Dans un premier temps, nous avons validé I’équation 4.6 en mesurant les intensités de fluores-
cence de plusieurs solutions de TH2C13 d’absorbance totale variable. Comme, ’absorbance du 2-
hydroxyazobenzeéne évolue au cours du temps (a cause de l'interconversion trans — cis), nous avons
corrélé I'intensité de fluorescence avec I'absorbance totale de solutions dans I’état photostationnaire.

Pour ce faire, des solutions de diverses concentrations en TH2C13 ont été illuminées dans le fluori-
métre jusqu’a ce que I'état photostationnaire soit atteint. Par la méme occasion, I'intensité de fluores-
cence correspondant au photostationnaire a été enregistrée. L'absorbance de ces solutions a ensuite
été suivie pendant le retour thermique dans1’obscurité et 'absorbance de la solution a l'instant initial,
c’est-a-dire, 'absorbance du photostationnaire a été extraite apres ajustement avec I’équation 3.33.
La figure 4.5 regroupe les résultats obtenus.

Lajustement de I'intensité de fluorescence en fonction de I'absorbance par la fonction

1 —exp(—a Aot (AR))
a Aot (AE)

est satisfaisant et fournit @ = 2.5+ 0.2 dans la marge d’erreur de la valeur de 2.3 attendue avec I'équa-
tion 4.6.
Seconde validation

Dans un second temps, nous avons validé I'expression de 'intensité de fluorescence en fonc-
tion du temps donnée par I'équation 4.10. Pour cela, nous avons utilisé un systeme dont la photo-

physique est voisine de celle de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne mais dont la photochimie est

94



4.1. METHODE DE RELAXATION UTILISANT LA FLUORESCENCE COMME OBSERVABLE

1.2x10° -

10~ 4

0.8

0.6

1-(365,574) (a.u.)

0.4

| | | A
0.5 1.0 15

A,,(365)

FIGURE 4.5 — Intensité de fluorescence de solutions contenant la rhodamine B (de concentration 1.0 uM) et
TH,Cl, a des concentrations variables en fonction de l'absorbance de la solution a l'état photostationnaire at-
teint apreés illumination durant 5 min. Ag = 365 nm. A = 574 nm. Tampon Britton-Robinson (acide acétique,
acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé a pH=4. T=25°C.

plus simple et dont la cinétique est plus lente que celles des 2-hydroxyazobenzeénes : I'a(p-diméthyl-
aminophényl)-N-phénylnitrone (R, figure 4.6). Cette molécule a été largement utilisée dans notre

groupe de recherche a la fois comme sujet d’étude !

ou comme outil pour calibrer l'intensité de
la lampe du fluorimeétre.*® Sous irradiation, 1'a(p-diméthylaminophényl)- N-phénylnitrone (R) se
transforme de maniere irréversible pour donner, selon le solvant, la N-(p-diméthylaminophényl)-
formaniline (P), la 3-(p-diméthylaminophényl)-2-phényloxaziridine (P’) ou la 4- N,N-diméthylbenz-

aniline (P”) %2 (figure 4.6).

/ o)

FIGURE 4.6 — Conversion de la nitrone R en P, P’ et P” sous irradiation lumineuse. 152

Lévolution du spectre d’absorption de la nitrone R est présentée figure 4.7. On observe un ef-
fet hypochrome prononcé dans la zone 350-450 nm qui peut mimer celui obtenu pour la molécule

TH, Cl;. Cependant le processus de conversion de la nitrone (R) en produits P, P’ et P” est irréversible
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et peut étre représenté par le mécanisme :

R pip +p” @.11)

8x107 |- 0s —» 180s

1 1 1 1 1
0
250 300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

FIGURE 4.7 — Fvolution de 'absorbance d’une solution de nitrone R (de concentration 2.6 uM) en présence de
1 uM de rhodamine B en fonction du temps d’irradiation (t = 0s, 45s, 90's, 135s, 180 s, 225 s, 270 s, 315 s,
360 s). Mg = 383 nm. Tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M))
/ acétonitrile (1/1) fixé apH=4. T=25°C.

Lutilisation de la nitrone R pour valider I'expression analytique de la variation de l'intensité de

fluorescence en fonction du temps a plusieurs avantages :

i. le mécanisme réactionnel 4.11 est simple puisque la réaction est irréversible ;
ii. la nitrone R absorbe dans la méme zone spectrale que la molécule TH,Cly ;

iii. la cinétique de photoconversion est suffisamment lente (a illumination modérée) pour per-
mettre de suivre I’évolution de I'absorbance au cours du temps en irradiant la solution quelques

secondes et en mesurant son absorbance.

On peut ainsi comparer les valeurs des constantes cinétiques obtenues par la méthode directe
(suivi de I'absorbance de la nitrone) et la méthode indirecte (suivi de I'intensité de fluorescence de la
rhodamine B).

Le graphe a de la figure 4.8 représente I'évolution en fonction du temps de I'intensité de fluores-
cence d'une solution contenant la nitrone R et la rhodamine B soumise a un échelon d’illumination.

Lajustement des données du graphe a de la figure 4.8 par 'équation 4.10 donne :
kr =2.54+0.0210"% s

Cette valeur peut étre comparée a celle obtenue par traitement direct de I'évolution de 1'absor-
bance de la nitrone R en fonction du temps d’irradiation (graphe b de la figure 4.8).

Lajustement par I'expression A = a+bexp(—kt) adapté a la décomposition unimoléculaire de R,
permet d’obtenir kg = 2.51 +0.041072 s™1, en excellent accord avec la valeur obtenue par le suivi de

I'intensité de fluorescence de la rhodamine B.
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FIGURE 4.8 — a : Evolution temporelle de l'intensité de fluorescence d’'une solution contenant la nitrone R (de
concentration 5.2 uM) et la rhodamine B (de concentration 1.0 uM). A =383 nm. Ag =574 nm. Points : données
expérimentales; trait plein : ajustement selon la fonction 4.10. b : Absorbance correspondante de la solution
dans la bande d'absorption de la nitrone R en fonction du temps d’irradiation. Ar = 383 nm. Triangles : valeurs
expérimentales; trait continu : ajustement exponentiel. Tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique,
acide phosphoriquelzg (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé apH=4.3. T=25°C.

4.1.6 Résultats expérimentaux concernant TH,Cl,

Lexpression analytique donnée par 1'équation 4.10 permet a priori d’accéder a la somme des
constantes de vitesses k2 _+ k" _+ kv _
cC-T C-T T-

C
Comme le montrent les équations 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21 et 3.22, kg” T et kv _ sont sensibles

au pH et al'intensité de lalampe Iy, de sorte que pour obtenir les grandeurs intrinseques au systéme,
il est nécessaire de répéter I'expérience a plusieurs pH et a plusieurs intensités Iy. Nous étudierons
d’abord la variation des grandeurs cinétiques avec l'intensité lumineuse a pH fixé pour en tirer des
grandeurs intrinséques par rapport a I’éclairement. Ensuite nous nous placerons a différents pH pour
extraire de ces grandeurs les parametres intrinséques par rapport a I'éclairement et par rapport au
pH.

Les évolutions temporelles de I'intensité de fluorescence d’'une solution a pH = 4.3 contenant la
molécule TH,Cl; et la rhodamine B apres un échelon d’irradiation a plusieurs intensités lumineuses
sont présentées figure 4.9 (par souci de clarté, ne sont représentées que quatre courbes correspondant
a quatre intensités lumineuses différentes).

Pour les différentes intensités lumineuses, I'ajustement des données expérimentales par I'équa-

tion 4.10 permet d’obtenir les parametres ket b :

|ec(he) g _ 1) + £5Ae) b 5Ap) | o(Ae)

k=23 +k& (4.12)
14 C—T
_ e5(Ag) o= _ =(Ag) In(AE)
b = 23[T],¢ [eg(he) - ex(Ap)] ———~ ; (4.13)
¢z c(Ap) Io(AE)
= 2.3 A5,(Ap) [eg(Ap) — ex(Ap)] ——< - (4.14)
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FIGURE 4.9 - Evolutions temporelles de Uintensité de fluorescence d'un échantillon contenant la molécule TH,Cl,
(de concentration 4.9 uM) et la rhodamine B (de concentration 1.0 uM) sous irradiation continue a plusieurs
intensités lumineuses Iy (en 10~ Einstein.s™!) : triangles pleins 13.2, triangles vides 9.5, croix 5.7, disques pleins
4.0. Ap = 347 nm. Ap = 574 nm. Tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?’

(0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé a pH = 4.3. T=25°C. Lignes : ajustements par la fonction 4.10.

ol on a utilisé les équations 3.23 et 3.25.

La figure 4.10 présente la dépendance des parametres k et b avec I'intensité lumineuse [ ainsi
que leur ajustement par les équations 4.12 et 4.14.

La dépendance linéaire de k et b avec [y(Ag) donne acces aux grandeurs EE(AE) (»bE—» T()LE) +e5(Ag) b5 E(/lE)
et ké_} T d’une part (dépendance de k) et [sa(/lE) - ET(/IE)] (pT_> E(/lE) d’autre part (dépendance de b).

La littérature®7111

et notre comparaison des spectres d’absorption des solutions contenant la
forme trans seule et un mélange de cis et trans (cf. figure 3.8) suggerent que le coefficient d’absorption
molaire de la forme trans soit largement plus grand que celui de la forme cis. Afin d’analyser les don-
nées photochimiques plus avant, nous avons donc supposé que le coefficient d’absorption molaire
de C (EE(AE)) était réduit d'un facteur homothétique 1 — a par rapport a celui de T (ET(AE)). Ainsi on
a:

eg(Ag) —e5(Ap) = —a eg(Ag) (4.15)

En utilisant les équations 4.14 et 4.15, on obtient donc :
¢5_. c(AE) Io(Ag)
v

et avec le support de I'’étude numérique détaillée dans la partie

b= —2.36!AT0 ()LE) ET(AE) (4.16)

En accord avec la littérature 5111

5.2.7 du chapitre 5, nous avons choisi de prendre a = 0.7.
Les données de b et k permettent finalement de déterminer les grandeurs cinétiques du systéeme.

Pour cela on fixe la valeur de k2 _ a celle obtenue par I'ajustement des données de la figure 3.11.

On prend doncici :
k2 _=0.075s""
C—T

—

On en déduit alors par ajustement des données de la figure 4.10 par les équations 4.12 et 4.16 :

£c(347) g _ £(347) =130 M 'cm ™!
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FIGURE 4.10 — Paramétres k (graphe a) et b (graphe b) en fonction de lUintensité lumineuse de la source. Echan-

tillon contenant la molécule TH,Cl, (de concentration 4.9 uM) et la rhodamine B (de concentration 1.0 uM).

AE = 347 nm. Ap = 574 nm. Tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?®

(0.04 M)) / acétonitrile (1/1) a pH = 4.3. T = 25° C. Triangles : points expérimentaux ; traits continus : ajustements
par les fonctions théoriques 4.12 et 4.14.

e7(347) ¢r_ 5(347) =650 M 'em ™
On a ensuite utilisé la valeur de e3(347) =20000 L.mol ‘cm™! pour déduire :
b3 _cB347)=3%

11 est ensuite possible de reproduire cette expérience a différents pH. La figure 4.11 donne les
valeurs des produits e3(Ag) b5 E(/lE) et 66(/1}3) o T()LE) en fonction du pH.

Pour des valeurs du pH supérieures ou égales a 9, la variation d’absorbance de TH,Cl; est trop
faible et la variation de I'intensité de fluorescence de le rhodamine ne peut plus étre exploitée.

En utilisant un raisonnement analogue a celui permettant d’obtenir les équations 3.15 et 3.16, on

peut montrer que :

g—(/)_ o ET(PT_CKaTH/T +ETH (pTH_,CH [H+] 4.17)
Trr-c [H*] + Katr/T .

_ €che_pKacnic+EcHPoy  qy [H*]
febct = ¥ (4.18)
[H*] + Kacnyc

L'ajustement des données expérimentales de la courbe a de la figure 4.11 par I'équation 4.18 en
fixant le pK; a la valeur prouvée précédemment (6.35) permet d’accéder aux valeurs des produits
£c(347) gbc _1(347) et ecu(347) (/)CH _ 347

ecH(B47) Py 7 (347) =140+ 10 M '.cm™

ec(347) ¢, (347)=260+10M ".cm™’

La courbe b de la figure 4.11 ne nous permet que de déterminer le produit e1y (347) Py o (347)

et de donner une borne supérieure au produit e1(347) (/)T —c (347) :

erH(347) Py oy (347) =630 10M ".om ™
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FIGURE 4.11 - Produits e4(Ag) 7. &(Ap) (@) et e¢(Ag) ¢ _ 7(AE) (b) en fonction du pH. Echantillon contenant
la molécule TH,Cl, (de concentration 4.9 uM) et la rhodamine B (de concentration 1.0 uM). Ag = 347 nm. Ap =
574 nm. Tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile
(1/1) fixé a pH=3.8,4.3,5.3,5.8, 6.0, 6.8, 7.3, 7.8, 8.5. T=25°C. Triangles : points expérimentaux; traits continus :
ajustements par la fonction théorique 4.18.

er(347) ¢, (347) <500 M~ '.cm ™!

En utilisant les valeurs des coefficients d’absorption molaire mesurés expérimentalement ety (347) =
2.010* M~L.cm™! et e7(347) = 4.8 103 M~L.cm™! et extrapolés a 'aide de la relation 4.15 ecp(347) =
6.0103 M L.cm ! et ec(347) =1.410° M~L.cm™! , on obtient les rendements quantiques suivants :

bryy . 347 =3%

bep 34D =2%

bo_ (347 =18%
Gp_ (347 =<10%

Pour obtenir une détermination plus précise de e1(347) ¢, _ (347), nous avons utilisé la valeur
précisément connue de £¢(347) ¢, _ (347) etles spectres d’absorption de T et de I'état photostation-
naire obtenu apres irradiation de T présentés sur la figure 3.8 b. A I'aide de I'équation 4.9 on déduit
er(347) ¢T~ C(347) en fonction de £¢(347) ¢C~T(347), de e1(347), de £¢(347) et du coefficient d’ab-
sorption molaire de I'état photostationnaire €ppgosiat(347) (donné par la courbe en pointillés de la
figure 3.8 b) :

£c(347) — e1(347)
Ephotostat(347) — £1(347)

er(347) py _ (347)ec(347) Ppc(347) (4.19)

D’ot numériquement, on tire :

e1(347) oy ((347) =290 M.em ™ et ¢ (347)=6%
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4.1.7 Validation du mécanisme simplifié ne faisant intervenir que les espéces moyennes

Ayant dérivé des ordres de grandeurs des caractéristiques cinétiques de la molécule TH, Cl;, il est
possible de valider le modele cinétique simplifié décrit par le mécanisme 3.13. Pour ce faire, il faut

comparer les temps de relaxation des réactions acido-basiques et des réactions photochimiques.

Réactions photochimiques Pour la molécule TH,Cl; a pH = 5 et pour une intensité lumineuse ty-
pique de 1077 Einstein.s™!, on a ké” H ~0.35s7! (cf. figure 4.10 a) et kéH - ~ 0.08 s7! (cf ta-
bleau 3.5). Ces valeurs permettent de déduire un temps caractéristique de relaxation associé au pro-

—

cessus de photoisomérisation trans/cis de quelques secondes.

Réactions acide-base On peut supposer que les constantes de vitesse des réactions de protonation
des formes T et C sont semblables a celle de la base conjuguée d'un salicylaldéhyde. Cette hypo-
theése est raisonnable puisque les structures des sites basiques des deux molécules (TH,Cl; et sa-
licylaldéhyde) sont proches.'®3-1% Ainsi, avons nous employé la valeurs des constantes de vitesse
des réaction de protonation de bases conjuguées de salicylaldéhyde décrites dans la littérature :12°
ko_cn®ky_mu ® 5.1019 M~1.s7!, En utilisant les valeurs des constantes d’équilibre thermodyna-
mique pKyta/T €t pKa cu/c, on en déduit :

_ -pKa _ 4 -1
kCH—»C_kC—»Cﬂxlo CHIC =2.10% s

_ -pKa _ 1 -1
kTH—»T_kT—>THX10 TWT = 410" s

Dans la gamme de pH étudiée (0-9), les temps caractéristiques de relaxation associés aux proces-
-1 -1
. N -pH . -pH
sus de protonation des especes trans | k; ., x 10 + k. T] etcis [kc e X 10 +hey_ e
par le proton restent toujours inférieurs au dixieme de seconde. @ On peut donc considérer que les
espéces TH et T d’'une part et CH et C d’autre part sont en échange rapide par rapport aux réactions

photochimiques d’isomérisation trans/cis.

4.2 Méthode de modulation fréquentielle utilisant la fluorescence comme

observable

4.2.1 Introduction

Dans la partie précédente, nous avons présenté comment extraire les parametres cinétiques des
réactions photochimiques a partir de la réponse du systeme a un échelon d’excitation lumineuse. Dés
lors que le phénomeéne mis en jeu est réversible, il est possible d’extraire cette méme information en
étudiant la réponse du systéme a une excitation périodique, généralement sinusoidale. '? La littéra-
ture présente plusieurs exemples dans lesquels les excitations périodiques sont de natures variées :

115,157 158 159

température, pression, concentration, °° champ électrique ou encore intensité lumineuse.

[a]. Notons ici que les études sont effectuées en milieu tamponné, ce qui accélere la cinétique des réactions acido-

basiques.
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Soumis a une excitation périodique, un systéme chimique réversible linéaire va générer une ré-
ponse périodique a la méme fréquence que celle de la perturbation P!, Tant que la période ('inverse
de la fréquence) de I'excitation sinusoidale est grande devant le temps de relaxation du systeme étu-
dié, ce dernier répond en phase et avec une amplitude maximale. Des lors que la période devient
trop faible devant le temps de relaxation du systéme d’étude, ce dernier n’est plus capable de suivre
I'excitation : il y a décrochement, caractérisé par un déphasage entre la réponse et I'excitation et par
une amplitude de la réponse d’autant plus faible que la fréquence est élevée. L'étude de la variation
de I'amplitude et du déphasage de la réponse avec la fréquence de I’excitation permet de déterminer
les caractéristiques cinétiques du systeme.

Cette méthode fréquentielle ne permet pas d’obtenir plus d’'informations que la méthode de re-
laxation. Cependant, puisque !'excitation est périodique et que le nombre de périodes sur lequel
I'étude est menée n’est pas limité, le rapport signal sur bruit est nettement amélioré par rapport a
la méthode de relaxation : la sensibilité de la méthode fréquentielle est généralement considérée
comme un ordre de grandeur plus grande que celle de la méthode de relaxation.? De plus, la mé-
thode fréquentielle permet une validation plus rigoureuse du modele cinétique envisagé puisque ce
dernier est testé a toutes les fréquences étudiées. A contrario, 1a méthode fréquentielle requiert de
balayer une gamme de fréquences alors que la méthode de relaxation ne nécessite qu'une unique

expérience.

Dans cette partie nous allons donc montrer comment il est possible d’extraire les grandeurs ci-
nétiques des réactions photochimiques de la molécule TH, Cl; par modulation sinusoidale de Iéclai-
rement lumineux. Les calculs étant parfois assez techniques, une partie d’entre eux est reportée en

annexe a la fin de ce chapitre.

4.2.2 Equations cinétiques adaptées a I'étude en fréquence

Pour cette étude, nous nous sommes placés uniquement a pH acide (pH = 2.5). Seules les especes
TH et CH seront donc prises en compte dans le modele et les résultats exposés ci-dessous.
Expression de I'évolution des concentrations des espéces en fonction du temps

Considérons un systéme contenant initialement TH a concentration assez faible pour que I'ab-
sorbance totale de la solution soit petite devant 1, que I'on soumet a une intensité lumineuse I fai-

blement modulée (amplitude € (avec € « 1) et pulsation w) [l Iintensité lumineuse s’exprime alors :
I(t) = Iy(1 + esin(wt)) (4.20)

Les équations 3.19 et 3.20 montrent que les constantes de vitesse photochimiques sont reliées

linéairement a I'intensité lumineuse. En négligeant la contribution de la variation périodique de I'ab-

[b]. Sile systéme n’est pas linéaire (comme c’est le cas en cinétique chimique pour des réactions qui ne sont pas d’ordre
un par exemple), la réponse a I'excitation sinusoidale contient aussi des harmoniques dont les fréquences sont des mul-

tiples de la fréquence de I'excitation périodique.
[c]. En prenant € < 1, on s’assure de rester en régime linéaire.
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sorbance a la modulation des constantes de vitesse photochimiques, 9/ on peut écrire :

kv (0 = KO (1 + esin(wi) 4.21)
K oD = k0 oy (L + esin(wD) (4.22)

N 1.hv0 hvO0 . SR TIPS P . . . . 2
ol kyy ey €t kep_py sont les constantes de vitesse a I'équilibre photostationnaire sous intensité
lumineuse Ij.

Les concentrations en TH et CH peuvent alors étre écrites au premier ordre :
[TH] () = [TH]® — £ [CH]" () (4.23)

[CH] (1) = [CH]® + £ [CH]' (1) (4.24)

ot [TH]? et [CH]" sont les concentrations a 1'état photostationnaire sous intensité lumineuse .

La loi de vitesse régissant la concentration en CH s’écrit alors conformément a I'’équation 3.2 :

d[CH] (¢t
OO~ a0 (T (1)~ (KB (0 + Ky) (G (1 025)

dICHI () _ . hvo : 0 1
————— =kl +esin(w?) ([TH]” — e [CH] )
dt TH—CH (4.26)

— k0 (L + esin(@1) ((CHI® + e [CHIY) — k& _pgy (ICHI + € [CH]Y)

D’oli, au premier ordre en ¢,

d [CH] (1) v i
o = ek o (THIsin(@i) ~ [CHI' (1) (4.27)

— k0 ICHI sin(w?) + [CH]" (£)) — kG _rgg [CHI' (1)
car a I’état photostationnaire, on a
e o THI® — (R0 gy + kg [CHI = 0 (4.28)

d’ot finalement :

d [CH]!
dt

+ (0 g + A0 s+ kS ppp) [CHI () = (k0. oy ITHI? — kY0 [CHI)) sin(wr)  (4.29)

Ce qui donne finalement :

d[CH]! Lo o .
i 7o : [CH]" (1) = prycy SIn(@ 1) (4.30)
THCH
avec:
1 hvo hvo A
0 = krp—cn * kci—tn * kca—TH (4.31)
THCH
p%HCH = k’i'lll—}I&CH [TH]O - k(}jl;-/[(LTH [CH]O = k(AjHHTH [CH]O (4.32)

[d]. Ce point sera établit par la suite.
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De plus, les concentration initiales [TH]° et [CH]? sont obtenues en résolvant le systéeme d’équations

formé par I’équation 4.28 et 'équation de conservation de la matiére [TH]° + [CH]’ = ¢:

Cc
hv0
1 + TH—CH

hv0 A
kCHﬂTH + kCHﬂTH

Cc

[TH]? (4.33)

[CH]° (4.34)

+k&

h
k CH—TH

vO0
1 + CH—TH

ou ¢ désigne la concentration totale en TH,Cl;.

La résolution de I’équation 4.30 donne en régime permanent (établi au dela du temps T.(%HCH) lel

0 0
(CH]' (1) = PracH THCH

sin(wt — ¢)
1+ (Tyen)?
avec
1
cos(¢) = (4.35)
1+ (0T
0
wT
sin(¢) = THCH (4.36)
1+ (@Tqgcp)?
d’ol en reportant dans 'équation 4.24 :
c p% 70
[CH] (2) = +e—HCH THCH _ giny (w1 — ¢p) 4.37)
kth +iA
1+ CHﬂI:‘;L{W CH—TH 1+ (wTOTHCH)z
TH—CH

Expression de I'évolution de 'absorbance et de I'intensité de fluorescence en fonction du temps

L’absorbance de la solution découle des concentrations en CH et en TH :

A(f) = ecu [CH] (£) + eTa [TH] (1)

ECH ETH
== A(t) =cC khv() +kA kth
CH—TH CH—TH TH—CH
1 + hv0 1 + hv0 A
kyicn ken—ru*kcu—mn (4.38)
po 70
+ ¢ —1HCH :HCH (ecu — €tH) Sin(wt — ¢)
2
1+ (erHCH)
qui peut s’écrire sous la forme :
At) = A’ +eAl sin(wt—¢) (4.39)
avec
0 ECH ETH
A = ¢ hv0 A + hv0 (440)
1 + kCH—TH+kCH—vTH 1 + kTH—vCH
kth khv() +kA
TH—CH CH—TH CH—TH
po 70
1 THCH * THCH
A = S (EcH — €TH) (4.41)
2
L+ (0T rhcn)

(4.42)

[e]. Dans cette étude, nous ne nous intéresserons pas au régime transitoire qui précede I'établissement du régime per-

manent.
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Or, l'intensité de fluorescence s’écrit d’apres les relations 4.5 et 4.20 sous la forme :

I(8) = k F (1 - exp(=2.3 Arnodas)) To(1 + & sin(@8) — esz;_Az(':’)A(t)) (4.43)

qui se condense sous la forme :

Ie(8) = C(1 + £sin(w ) - SPE23AW) (4.44)
r() = esin(w 2340 .

ou C est une grandeur indépendante du temps.

Sans restreindre la généralité sur la valeur de I'absorbance de la solution, on peut faire un dé-

1-exp(=2.3A(1))

S3A autour de la valeur de 1’absorbance de la solution a

veloppement limité de la fonction

I'équilibre photostationnaire A° I,

1— e—2.3A° 2 3AOe—2‘3A° 1+ e—Z.3A°
Ie(t) =C(1 +esin(wt)) | ————+2.3cA" — sin(wt —
r(1) ( (w)) 53 A0 (2302 ( (0))
() = €+ esin@n) o (14 epam €@ D1 L ¢) (4.45)
= esin(wt)) ———— £2. sin(wt — .
) 2340 2.3A0(1 — 234
1- —2.3A°
Ie(1) = C———g— (1 +esin(@) (1+eRsin(wt - ¢)) (4.46)
avec d’apres 'équation 4.41
P%HCHT%HCH 6_2'3A0 (23140 + 1) -1

R=23 (4.47)

(ecH — €TH)
/1+ (@70 2.3A0(1 - e 234%)

Lintensité de fluorescence peut donc s’écrire sous la forme d'un produit de deux termes pério-
diques de pulsation w : I'un non déphasé et d’amplitude ¢ et 'autre déphasé de ¢ et d’amplitude
€R.

En utilisant la dépendance en fréquence des grandeurs ¢ et R, nous allons déterminer les gran-

deurs cinétiques associées au systéeme.

4.2.3 Systéme d’étude, systeme d’éclairage périodique et acquisition des signaux

Les expériences ont été menées sur la molécule TH,Cl;, utilisée a la concentration de 61 uM lg]
dans un mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique '%°
(0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé au pH = 2.5. Le rapporteur fluorescent utilisé est ici encore la Rhoda-
mine B qui a été ajoutée au systeme a la concentration de 1 uM. Un volume connu (2 mL) de I'échan-

tillon a été placé dans une cuvette en quartz au sein du fluorimetre.

[f]. Un développement limité en X0 de f(x) al’'ordre 1 donne:

0,-x° x°

e —1+e

— (50 0y,
f)=fx)+x-x7) 2

X

[g]. Ce qui donne une solution d’absorbance initiale proche de 1 cf. annexe 4.A.
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PM du

Echantillon > L
fluorimetre

vers le

cuvette détécteur

diode UV

UV diode

FIGURE 4.12 - Gauche : Schéma du montage optique réalisé au sein du fluorimetre de sorte a exciter I'échantillon
a 365 nm avec une diode UV alimentée par un générateur de courant sinusoidal. Droite : Photo de l'intérieur
du fluorimetre correspondant au schéma. Lintensité de fluorescence a été enregistrée a 574 nm par le photo-
multiplicateur (PM) du fluorimetre relié a une carte d'acquisition externe EuroSmart SYSAM-SP. L'excitation lu-
mineuse a été générée par une diode UV Nichia NSU033A émettant a 365 nm. Cette diode est alimentée par un
générateur de signaux Agilent 33220A pouvant délivrer un signal sinusoidal dans une gamme de fréquence allant
de 1 mHz a 20 MHz. Elle est placée dans la direction perpendiculaire au photo-multiplicateur comme indiqué sur
le schéma de la figure 4.12. Lintensité du signal électrique délivrée par le générateur sinusoidal a été enregistrée
soit directement grdce a la carte d’acquisition du fluorimetre, soit via la carte d’acquisition externe. ™ Lintensité
lumineuse utilisée est de la forme I(t) = Iy(1 + esin(wt)) avec I = 9.5 1078 Ei.s™! et & = 7 %. Lexpérience a été
réalisée a différentes valeurs de la pulsation w = 32 mHz, 42 mHz, 55 mHz, 72 mHz, 94 mHz, 126 mHz, 164 mHz,
220 mHz, 287 mHz. La longueur d’'onde d'excitation est A = 365 nm.

4.2.4 Résultats obtenus
Résultats bruts

La figure 4.13 montre la variation de I'intensité de fluorescence de la solution suivie a A = 574 nm

(trait plein) ainsi que la variation de I'intensité lumineuse (pointillés).

Etude directe du déphasage

La figure 4.13 ne montre pas de déphasage net entre 'intensité lumineuse et la variation de I'in-
tensité de fluorescence du systéme. Cette observation suggere que I’amplitude du terme responsable
de l'introduction du déphasage (¢ Rsin(wf — ¢)) est petite devant celle du terme en phase (esin(w?)).
Ce phénomene observé a toutes les fréquences et prévu par I'évaluation théorique (cf. annexe 4.A)

permet de justifier I'approximation ayant abouti a I'écriture des équations 4.21 et 4.22. 11

(h]. II est important de noter que dans tous les cas, I'intensité du courant électrique d’alimentation de la diode lumi-
nescente et l'intensité de fluorescence du systeme sont enregistrées grace au méme systéme d’acquisition. Cela permet de

connaitre la relation de phase entre les deux signaux.
[il. En effet, en ré-injectant I’expression de I’absorbance sinusoidalement modulée donnée par I'expression 4.39 dans

les expressions des constantes de vitesse données par les formules 3.19 et 3.20, et en développant |'expression obtenue au

premier ordre autour de la valeur de I'absorbance a I'état photostationnaire, on obtient :

n . .
ki () = (l+esin(n) (1+eRsin(wt-¢)) =

# # [1+¢(sin(@0) + Rsin(t— )] (4.48)

au premier ordre en €. Ainsi, des lors que R est petit devant 1 (¢f. annexe 4.A), on peut négliger la contribution de la variation

périodique de I'absorbance.
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I (a.u.)
(ne)°

0 100 200 300 400
t(s)

FIGURE 4.13 - Trait plein : variation de l'intensité de fluorescence suivie a Ar = 574 nm pour une solution de
TH,Cl, a la concentration de 61 uM et de Rhodamine B a la concentration de 1 uM dans un mélange tam-
pon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé au
pH = 2.5. Pointillés : variation sinusoidale de l'intensité lumineuse délivrée par le générateur a la pulsation de
126 mHz.

Pour analyser plus en avant les résultats expérimentaux, il est possible de diviser I'intensité de
fluorescence du systéme par le terme 1+ ¢esin(wt). On crée ainsi la nouvelle fonction D dont I’expres-

sion découle de 4.46 :

R 1-e23
l+esin(wt) | 2.3A0

D(p) (1+eRsin(wt - ¢)) (4.49)

et pour plus de commodité, on normalise D en la divisant par sa valeur moyenne. On obtient une
fonction DN°™ qui s'écrit :

D
phorm — —53 = +eRsini—¢) (4.50)

La figure 4.14 montre le tracé de la fonction DN pour deux valeurs différentes de w. Le dépha-
sage entre la réponse et I'excitation est maintenant bien visible et on constate clairement qu’il est

d’autant plus grand que la pulsation est élevée, comme prévu par les équations 4.35 et 4.36.

Cependant, I'ajustement sinusoidal des courbes expérimentales n’a pas permis de corréler les
valeurs de R ou de ¢ extraites a plusieurs pulsations avec les expressions théoriques 4.35, 4.36 et 4.47.
On peut supposer que la trés faible valeur de £ x R (qui n’excéde pas 1072, voir annexe 4.A) rend le
rapport signal sur bruit trop faible pour observer plus que des tendances entre les hautes et les basses

pulsations.

Un mode de traitement alternatif des données expérimentales moyennant la variation de l'inten-
sité de fluorescence sur plusieurs périodes et visant a améliorer le rapport signal sur bruit a donc été

développé.
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FIGURE 4.14 — Variation de la fonction D™ pour une solution de TH,Cl, a la concentration de 61 uM et de
Rhodamine B a la concentration de 1 uM dans un mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide bo-
rique, acide phosphoriquelzg (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé au pH = 2.5. Carrés noirs : données expérimentales ;
trait plein : ajustement par une fonction sinus; pointillés : variation de l'intensité lumineuse a A = 365 nm nor-

malisée.a:w =32 mHz; b:w =126 mHz.

Traitement alternatif

Par commodité, la fonction Ir(f) est normalisée sous la forme d’'une nouvelle fonction Y (¢) dont

I'expression théorique attendue s’écrit :

v o EO-<Ip> (oD +2 3Alz.?m‘)efz-“" —1+4e234 - 0) s
= —— = ¢ | SIN(W . SInwlt — .
<Ig> 2.3A0(1 — 234"
_ 0
ot < I >= C1ZE 0~ dou '

Y (1) = e(sin(w?) + Rsin(wt — ¢)) (4.52)

161

Retenant le principe de la détection synchrone, '®° on définit ensuite les projections a et b selon :

2 nT
a=—— Y(t)cos(wt)dt (4.53)
neT Jo
2 nT
b=—— Y(t)sin(wt)dt (4.54)
neT Jo

ol n est le nombre de périodes sur lequel est effectuée la moyenne (une dizaine dans la pratique). On

définit alors la fonction Int(w) telle que :
Int(w) = a® + b* = (Rsin¢)? + (1 + Rcos)? = 1 + 2Rcos ¢ + R? (4.55)

On peut négliger le terme R? d’ordre 2 vue la faible valeur de R (cf. figure 4.13 et annexe 4.A).
Ainsi,

Int(w) = 1+ 2R cos(¢) (4.56)
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En utilisant les expressions de cos¢ (4.35) et de R (4.47), on obtient ainsi finalement :

It@) = 1+2 2.3 0% e e Jet @3+ -1 L (4.57)
nt(w) = . T fcH =€ .
PrHOHFTHORIECH ™ ST ) 30 (1 — 0230 | 14 (@00
Intlw) = 1+ +2 Y
1+ (@7 rgcn)

ol le terme J est indépendant de la pulsation w.

La figure 4.15 présente les valeurs expérimentalement obtenues pour Int a différentes valeurs de
w ainsi que I'ajustement théorique selon I'équation 4.58.

1.25 -

Int

1.00 ! ! ! ! !
0 50 100 150 200 250 300

® (mHz)

FIGURE 4.15 - Valeurs de la fonction Int pour w = 32 mHz, 42 mHz, 55 mHz, 72 mHz, 94 mHz, 126 mHz, 164 mHz,
220 mHz, 287 mHz. Triangles : données expérimentales; trait plein : ajustement par ['équation 4.58.

Lajustement des données expérimentales par I’équation 4.58 est satisfaisant, démontrant 1’effi-

cacité du traitement des données pour améliorer le rapport signal sur bruit. Il a permis d’obtenir :
J=0.245+0.004

Toucn =8-38+0.26 s

A partir des valeurs de J et de T%HCH, il est possible de déterminer k%llv{(l»cﬁ et kglo—»m' Les calculs

nécessaires pour obtenir ces grandeurs sont reportés en annexe 4.B et donnent finalement :
o _ -2 1
krp_.cp=3410""s
o _ -2 1
ket =1110""s

Enfin, les valeurs des sections efficaces erg¢pra—cH et ecu¢cu—1h sont déduites a partir des équa-
tions :

0
etn¢ra—cul 1—e >34
i o = 7 o (4.59)
0
ecupcu—tul 1—e %34
kHoh = v 10 Io (4.60)
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On obtient donc finalement :

eTHOTH—CH = 850 L.mol l.cm™!

ecHPcH-TH = 290 L.mol '.cm™!

En utilisant les valeurs des coefficients d’absorption molaire a 365 nm de TH (e (365) = 1.7 10°ML.em™)
et CH (ecy(365) = 5.1 103 M~'.cm™!) mesuré sur la figure 3.5 et estimé grace a I'équation 4.15 respec-

tivement, on obtient les rendements quantiques de photoconversion :
¢TH—~CH =5 %

¢cH-TH =6 %

La méthode de modulation fréquentielle utilisant la fluorescence comme observable a donc per-
mis ici de retrouver les valeurs des parametres photochimiques a 365 nm associées a la molécule
TH,Cl;. Cette méme méthode sera ré-utilisée ultérieurement dans le chapitre 7 pour déterminer ces

meémes parametres a une autre longueur d’onde.

4.3 Méthode de relaxation utilisant ’absorbance comme observable

Dans les deux méthodes précédentes, la détermination des parameétres cinétiques de la plate-
forme TH, Cl; repose sur une estimation grossiere du rapport entre les coefficients d’absorption mo-
laire de I'isomere trans par rapport au cis a tous les pH. Comme exposé au paragraphe 4.1.6, nous
avons supposé que le coefficient d’absorption molaire de C (eg(Ag)) était réduit d’un facteur homo-
thétique 1 — a par rapport a celui de T (e5(Ag)) pour toutes les longueurs d’'onde, amenant ainsi a

écrire I'équation 4.15 :

eg(Ap) —e5(Ap) = —aex(Ap)

Cependant, les parametres photochimiques du systéme sont sensibles au rapport entre les deux
coefficients d’absorption molaire. Nous avons donc été amenés a rechercher des méthodes pour dé-
terminer avec une meilleure précision les spectres d’absorption de toutes les formes impliquées dans
la plateforme i.e. TH, T, CH et C.

Dans cette partie, nous allons donc d’abord présenter une méthode permettant d’obtenir avec
une bonne précision les spectres d’absorption de toutes les formes de la molécule TH,Cl, et en parti-
culier le spectre de CH sur lequel la précision est la plus faible. Cette méthode utilise un spectropho-
tometre a barrette de diodes « ouvert » récemment acquis par notre équipe et qui permet d’enregistrer
I’absorbance d’une solution sous illumination continue au moyen d'une seconde source lumineuse.

Nous avons ensuite employé ce spectrophotomeétre a barrette de diodes pour déterminer les pa-

rametres cinétiques des réactions photochimiques de la molécule TH, Cl;. il

[jl. Nous aurions évidemment pu uniquement corriger les valeurs trouvées par les méthodes précédentes et ne pas re-
chercher a déterminer une nouvelle fois les parametres cinétiques ex nihilo mais la méthode présentée est a la fois plus

rapide expérimentalement, plus simple mathématiquement et nécessite moins d’approximations que les précédents.
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4.3.1 Détermination précise des spectres d’absorption de tous les membres de la série
TH,Cl,

Détermination des spectres d’absorption des formes TH et T

On a vu dans le chapitre 3 que les spectres d’absorption des formes TH et T sont aisés a obtenir
puisque ces espéces sont stables cinétiquement des lors que les solutions dans lesquelles elles sont

dissoutes sont conservées a I'obscurité. Ces spectres sont rappelés figure 4.16 en traits pleins.

Détermination du spectre d’absorption de la forme C

Nous avons déja insisté sur le fait que la forme C était thermiquement stable (le temps caracté-
ristique d’isomérisation cis—trans a I’obscurité est de plusieurs heures a température ambiante). Il
est donc possible, en irradiant a 365 nm une solution a pH = 11 contenant uniquement T, d’obtenir
un mélange photostationnaire de T et C stable dans le temps, méme une fois l'irradiation coupée. Le
spectre d’absorption de cet état photostationnaire a donc été enregistré et est présenté figure 4.16 b.
On a ensuite déterminé le rapport molaire des deux isomeéres présents dans cet état photostationnaire
par analyse du spectre RMN du proton du mélange comme présenté figure 4.17. La comparaison des
intégrations des signaux attribués a T et C permet de conclure que I'état photostationnaire contient

47% de T pour 53% de C.

a 20x10* b 2o0xi0*|

15

1.0

£ (M'l.cm'l)
£ (M'l.cm‘l)

05N

\ - ~ e
1 ~-" ] S e T 1 0
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A (nm) A (nm)

FIGURE 4.16 — a: Spectres d’absorption de TH (trait plein), de I'état photostationnaire de TH et CH (pointillés)
et de CH (tirets), tampon de Britton-Robinson !?° (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M)
- acétonitrile 1-1 (v/v), pH = 4. b : Spectres d’absorption de T (trait plein), de I'état photostationnaire de T et C
(pointillés) et de C (tirets), tampon de Britton-Robinson '?? (acide acétique, acide borique, acide phosphorique ;
0.04 M)- acétonitrile 1-1 (v/v), pH=11.T =25 °C.

Pour confirmer les valeurs des proportions obtenues par RMN du proton, une analyse complé-
mentaire a été effectuée par électrophorese capillaire. La figure 4.18 présente les électrophérogrammes
obtenus. Le premier, noté « T» correspond a une solution de T dans un mélange tampon de Britton-
Robinson '2? (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M) - acétonitrile 1-1 (v/v) ajusté

a pH = 11. La solution a été préparée et conservée dans |’obscurité pour éviter toute isomérisation
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7.85 175 7.65 7.55 745 7.35 7.25 7.15 7.05 6.95

7.85 7.75 7.65 755 745 735 725 7.15 7.05 6.95
(ppm)

FIGURE 4.17 — a : Spectre RMN ' H d'une solution de T & 8 10~° M dans le tampon deutéré de Britton-Robinson %’

(acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M) - acétonitrile deutérée 1-1 (v/v) a pH = 11 préparée
et conservée dans U'obscurité; ¥ b : Spectre RMN ' H du mélange photostationnaire de T et C aprés irradiation
pendant 5 min a 365 nm de la solution précédente. La solution aqueuse de tampon deutéré a été préparée en
lyophilisant 5 mL de tampon de Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M)
puis en dissolvant la poudre obtenue dans 5 mL d’eau lourde. Ce processus a été répété deux fois. Lacétonitrile
deutérée a été utilisée comme solvant de référence interne (* H, 1.94 ppm). Les spectres ont été analysés avec le
logiciel MestReNova LITE 5.5.0 © 2007 Mestrelab Research S.L.

photo-induite. Il ne présente qu'un seul pic, caractéristique de I'isomere trans seul. Le troisiéme in-
terphérogramme noté « T/C» montre le signal de la solution précédente irradiée 5 min a 365 nm
(dans les mémes conditions que pour I'’expérience RMN). Les deux pics visibles démontrent qu'une
nouvelle espéce est apparue : c’est 'isomere C. La comparaison des aires des deux signaux permet de
déterminer la composition du mélange photostationnaire qui contient ici 43% de T pour 57% de C .

Les deux méthodes de détermination du rapport T/C présentées ci-dessus aboutissent a des ré-

sultats du méme ordre de grandeur. La méthode électrophorétique étant plus rapide (quelques mi-

[k]. On remarque que le spectre RMN de la solution de T contient initialement un peu de C (environ 5 %) qui provient
certainement de I'isomérisation de T a la lumiére ambiante. En effet, méme sil’échantillon est préparé a I'obscurité autant

que faire se peut, on ne peut pas éviter de courtes expositions a la lumiére naturelle.
[Il. La longueur d’onde du détecteur de I'électrophorese capillaire est réglé a 244 nm, qui correspond a un point iso-

bestique (voir annexe 4.C). Il est donc inutile de corriger les aires des signaux par les valeurs des coefficients d’absorption

molaire (qui sont identiques a la longueur d’onde d’observation).
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FIGURE 4.18 — Electrophérogrammes d'une solution de 1 mL de TH,Cl, de concentration 8 1 075 M dans un mé-
lange tampon de Britton-Robinson'?° (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M) - acétonitrile
1-1 (v/v). Lélectrophérogramme noté « T~ » correspond a un échantillon a pH = 11 conservé dans l'obscurité; celui
noté « TH/CH + NaOH » correspond a une solution irradiée a pH = 4 par une lampe a 365 nm pendant 5 min a la-
quelle on a rajouté au moment de l'extinction de la lampe UV 2 uL de soude 9 M pour amener la solutiona pH =11
de sorte a bloquer le retour thermique; l'électrophérogramme noté « T~/C~ » correspond a un échantillon a pH =
11 irradié par une lampe a 365 nm pendant 5 min. L'électrolyte support est constitué par une solution hydroorga-
nique (eau - acétonitrile 1-1 (v/v)) contenant 35 mM d’acide 3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonique (CAPS),
25 mM de NaOH et 10 mM de triéthylamine. L'échantillon est injecté en mode hydrodynamique (13.8 mbar, 2s).
T=25°C.

nutes) que la méthode RMN (le temps d’acquisition est proche de 10 h!™ sur un appareil RMN
200 MHz), nous avons privilégié I'obtention du rapport T/C par électrophorese capillaire. En effet,
meéme si le temps de retour thermique de C est trés long (plusieurs heures, voir paragraphe 3.3.3),
il est possible qu’a I’échelle de 10 h, une partie des molécules C se soient ré-isomérisés en T, ce qui
justifie de trouver un rapport qui contient légerement plus T dans I'expérience RMN que dans I'étude

électrophorétique.

Connaissant maintenant le spectre d’absorption de T, du mélange photostationnaire et les pro-
portions relatives de T et de C dans ce mélange, il est facile de retrouver le spectre d’absorption de C
puisqu’a toutes les longueurs d’onde, on a 'expression du coefficient d’absorption molaire de C (ec)
en fonction du coefficient d’absorption molaire de T (e1), du coefficient d’absorption molaire de I’état

photostationnaire (€photostat) €t des proportions relatives de T (pr) et de C (pc) :

_ Ephotostat — PTET
pc

£c (4.61)

[m]. Pour diminuer le temps d’acquisition, on pourrait augmenter la concentration de I'analyse. Cependant, une concen-
tration maximale est imposée par I'absorbance de la solution qui ne peut pas dépasser environ 1 (pour rester dans la zone

de linéarité de la loi de Beer-Lambert).
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On en déduit ainsi le spectre d’absorption de C présenté figure 4.16 b.

Leffet hypochrome déja évoqué lors des analyses qualitatives du systéme est bien retrouvé ici.

Détermination du spectre d’absorption de la forme CH

La grande instabilité thermique de CH (qui évolue a pH acide en TH avec un temps caractéris-
tique de l'ordre de la trentaine de secondes) rend caduque la méthode utilisée précédemment. En
effet, il n’est pas possible apres irradiation de I’échantillon pour I'amener a I’état photostationnaire,
de le transporter dans le spectrophotometre pour enregistrer le spectre UV-Visible de 1'état photo-
stationnaire et encore moins de I'emmener ensuite dans I'appareil RMN pour déterminer le rapport
de CH sur TH. En effet, tout cela prend trop de temps et les molécules CH ont été entierement ré-

isomérisées. La méthode utilisant directement Iélectrophorese capillaire n’est pas mieux adaptée.

Ayant le méme type de problématique, 'équipe de Gaston Vermeersch a récemment déterminé
les constantes cinétiques des processus d’échanges entre les différents états de diverses plateformes

photochromes 161163

en utilisant une méthode combinant la spectroscopie UV-Visible et la RMN.
Lirradiation des échantillons est effectuée dans des tubes RMN refroidis a trés basse température
(jusqu'a -50 °C environ) de sorte a bloquer les processus de relaxation thermique. La mesure de I'ab-
sorbance est réalisée in situ grace a une micro-cuve UV suffisamment petite pour rentrer dans le tube
RMN. La sonde de 'appareil RMN 600 MHz est, elle aussi, refroidie a basse température.

Une collaboration avec Stéphanie Delbaere a donc été mise en place pour tenter d’appliquer ce mode
opératoire a notre systéme. Cette collaboration n’a malheureusement pas permis d’aboutir a des ré-
sultats satisfaisants puisque nous avons €été incapables de refroidir I'échantillon de TH,Cl; dans un
mélange tampon de Britton-Robinson'?? (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04

M) - acétonitrile 1-1 (v/v), ce dernier démixant vers 0 °C et gelant vers -10 °C.

La méthode que nous avons finalement utilisée pour déterminer le rapport CH sur TH met a
profit la tres lente ré-isomérisation de 'isomere cis déprotoné C. Lidée est d’irradier a 365 nm un
échantillon a pH = 4 et refroidi a 4 °C pour ralentir au maximum le retour thermique. ™ Le spectre
d’absorption est alors enregistré aussi vite que faire se peut. Ensuite, pour obtenir un systeme suffi-
samment persistant pour étre analysable par RMN ou électrophorese capillaire, nous avons effectué
une trempe en agissant chimiquement sur le mélange photostationnaire de CH et TH en injectant
quelques micro-litres de soude concentrée (9 M) en méme temps que nous avons stoppé l'irradiation
a365 nm. Apres une rapide homogénéisation, toutes les molécules sous la forme TH (respectivement
CH) ont été déprotonées pour donner T (respectivement C) aboutissant a un mélange de T et de C
dans les mémes proportions que I’état photostationnaire de CH et TH précédent. Il est alors possible

de déterminer le rapport de T et de C comme expliqué ci-dessus et donc d’accéder a celui de TH et de

[n]. Dans un régime d’illumination intense, la composition de I'état photostationnaire ne dépend pas de la valeur de la
constante cinétique de I'isomérisation cis—trans sous controle thermique (cf. paragraphe 5.B). Elle est donc peu dépen-

dante de la température.
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CH dans I'état photostationnaire.

Cette méthode a été employée une premiere fois comme décrit ci-dessus pour fournir un ordre de
grandeur grossier du spectre d’absorption de la molécule CH.'%* Cependant, une importante source
d’erreur réside dans la détermination du spectre d’absorption de I'état photostationnaire. En effet,
méme en refroidissant la solution a 4 °C, le temps nécessaire pour transporter la solution depuis
la lampe UV, jusqu’au spectrophotomeétre mais aussi le temps d’acquisition du spectre d’absorption
font que le spectre de I'état photostationnaire obtenu est assez imprécis. Lachat d'un nouveau spec-
trophotometre a barrette de diodes « ouvert» a résolu notre probléeme. Dans cet appareil le faisceau
lumineux est collimaté de sorte a nous permettre d’acquérir un spectre UV-Visible en méme temps
que 'échantillon analysé est soumis a une excitation lumineuse méme de forte intensité. Il nous a
donc été possible de mesurer le spectre d’absorption de I'état photostationnaire in situ sans méme

couper la source d’excitation UV, [©!

Equipé de cette technique et en appliquant le protocole consistant a ajouter de la soude concen-
trée au systeme pour « geler » la relaxation thermique, nous avons été capables d’obtenir le spectre
d’absorption de I’état photostationnaire TH/CH (figure 4.16 a) puis de déterminer le rapport de TH
par rapport a CH par électrophoreése capillaire comme évoqué ci-dessus. Ainsi, I'électrophérogramme
noté « TH/CH + NaOH » sur la figure 4.18 permet par intégration de déduire que I'état photostation-
naire contient 36% de TH pour 64% de C P!,

Finalement, 'équation 4.61 permet de déterminer pour chaque longueur d’onde la valeur du coef-
ficient d’absorption molaire de CH et de déduire ainsi le spectre d’absorption de la molécule présenté

sur la figure 4.16 a.

La comparaison des valeurs des coefficients d’absorption molaire obtenue dans cette partie avec

celles grossierement évaluées dans les parties précédentes sera effectuée a la fin de ce chapitre.

4.3.2 Suivi direct de 'absorbance de la solution en fonction du temps sous irradiation

Comme déja évoqué plus haut, I'utilisation d'un spectrophotometre a barrette de diodes permet
d’enregistrer des spectres UV-Visible tout en illuminant continuellement la solution que I'on étudie a
I'aide d’une fibre optique (cf. figure 4.19). Cela nous a permis de suivre directement I’absorbance de
la solution lors de son illumination a 365 nm et d’en déduire facilement les parametres cinétiques des

réactions photochimiques a ces deux longueurs d’onde.

[o]. Une explication du mode de fonctionnement d’'un spectrophotometre a barrette de diodes est présentée en an-

nexe 4.D
[p]. Nous avons, pour faire cette estimation, pris en compte la ré-isomérisation ayant lieu pendant la phase d’ajout de la

solution de soude au mélange TH/CH et d’homogénéisation du milieu. Le temps nécessaire pour réaliser ces opérations
a été estimé et en utilisant la valeur du retour thermique a 4 °C (voir paragraphe 3.3.5) et les équations 3.30 et 3.31, on a

extrapolé les proportions de TH et CH initiales.
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fibre
optique

entrée et sortie
du faisceau

FIGURE 4.19 - Gauche : Schéma du montage réalisé a l'intérieur du spectrophotometre a barrette de diodes. Une
fibre optique permet d’éclairer la solution a 365 nm en passant par le dessus de la cuve. Droite : Photo de la cuve

a l'intérieur du spectrophotometre avec la fibre optique correspondant au schéma.

Rappel de 'expression analytique de la variation de ’absorbance avec le temps

Le systéeme initial, préalablement gardé a I'obscurité, est uniquement constitué de la molécule
sous forme trans, qui sans restreindre la généralité est notée T. Sous illumination a lieu la réaction
3.13 ot les concentrations des especes moyennes [T] et [E] sont données par les équations 3.28
et 3.29 du paragraphe 3.3.2.

D’ot'expression de I'absorbance par unité de longueur de trajet optique au cours du temps :

k=_ < (€
A=Ay |1+ X=C (—C—l) (1—e"”)] (4.62)
k &1
— — 1-hv hv A N ’ e al. N .
avec k=ky_g+kg_5= kT—E + kE—»T + kE—»T et ou Ay est 'absorbance initiale du systeme qui ne

contient que T.

Résultats obtenus

On prépare une solution de TH, Cl; 5.8 10> M dans un mélange de tampon de Britton-Robinson '2?

(acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M) - acétonitrile 1-1 (v/v) et on se place a
pH = 4. La concentration de la solution est choisie de sorte a ce que 'absorbance soit inférieure a
0.15 : on peut ainsi développer I'expression des constantes de vitesse photochimiques a I'ordre 1 et
ainsi négliger I'effet de I’absorbance comme montré par les équations 3.23, 3.24, 3.25 et 3.26.

Cette solution est ensuite illuminée a4 365 nm avec une puissance de 3.5 10~/ Ei.s~!. Labsorbance
est suivie a 347 nm (maximum d’absorption). La courbe de la figure 4.20 montre I’évolution de I'ab-
sorbance de la solution en fonction du temps. Cette derniere commence par descendre de manieére
exponentielle avant de se stabiliser a un pallier qui correspond au mélange photostationnaire.

Les données expérimentales sont ajustées par I'équation 4.62, ce qui permet d’obtenir les valeurs de

Kyn— o ®t Kep— i :

T o1y _ -1 75 o1y _ -1
kTH—»CH(S'Slo Eis"7)=0.22s kCH—»TH(?"SlO Eis™ ') =0.17s (4.63)

Lopération a été répétée plusieurs fois :
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FIGURE 4.20 - Evolution temporelle de I'absorbance a 347 nm de 1 mL d'une solution de TH,Cly a 5.8 107> M
dans un mélange de tampon de Britton-Robinson'?° (acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04
M) - acétonitrile 1-1 (v/v) a pH = 4, et irradiée a 365 nm avec une puissance de 3.5 1077 Ei.s7L. Triangles : données

expérimentales; ligne : ajustement par l'équation 4.62. T=25°C.

— en faisant varier la puissance de la lampe entre 4.8 107 et 3.5 10 Ei.s™!;

- en changeant le pH de la solution : les pH 4 et 11 situés respectivement aux pH supérieurs et
inférieurs aux pK, des especes TH et CH ont été étudiés car ils permettent de déduire tous les
parametres photochimiques associés aux especes TH, T, CH et C.

Pour chaque expérience, on extrait les valeurs des constantes de vitesse que I'on trace en fonction de
la puissance d’illumination aux pH 4 et 11 comme présenté sur la figure 4.21.

Les données expérimentales sont ajustées linéairement par les équations 3.23, 3.24, 3.25, 3.26.

Pour I'excitation a 365 nm, on observe de trés bonnes corrélations. En particulier les ordonnées
al'origine pour les courbes a, c et d sont respectivement de 0.00 + 0.01 s71, —0.01+0.01s7 et 0.01 +
0.01 57!, en bon accord avec les valeurs nulles attendues. Lordonnée 4 I'origine pour la courbe b vaut
0.07 +0.01 s™! en trés bon accord avec la valeur de la constante cinétique d’isomérisation cis—trans
thermique 0.075 s~ ! attendue.

On déduit ensuite des coefficients directeurs les sections efficaces d’absorption et les rendements

quantiques de photo-conversion recherchés :
_ -1 . -1
ETH (/)TH_> cu-= 290 M ".cm

ECH Py g = 130 M .em ™
erdy_ o =250M"'.cm™

£cPg_ p =240 M lem™

Prg_cu=2%
bcn— i = 26%
by o= 10%
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FIGURE 4.21 — Dépendance des constantes de vitesse avec l'intensité lumineuse a 365 nmapH=4 (a: k t

b: kCH—» )’
linéaires. T=25°C.

TH— cH ©
apH=11(c:k,_ etd:k,_ .). Triangles et carrés : données expérimentales, lignes : ajustements

be_p=19%

Cette méthode rapide de détermination des parametres photochimiques sera réutilisée a une

autre longueur d’onde dans 'annexe 7.A du chapitre 7.

4.4 Comparaison générale des résultats et conclusions

4.4.1 Comparaison des coefficients d’absorption molaire

Le tableau 4.1 présente deux jeux de valeurs des coefficients d’absorption molaire des formes TH,
CH, T et C. Le premier jeu a été utilisé dans les parties 1 et 2 de ce chapitre. Le second jeu a été utilisé
dans la partie 3.

Les coefficients associés aux espeéces trans TH et T sont identiques puisqu’ils sont obtenus par
simple enregistrement de 'absorbance. Les coefficients des espéces photo-générées CH et C sont
différents. Dans la colonne 1, ils sont obtenus grossiérement en considérant que les spectres des

formes cis subissent un effet hypochrome homothétique a toutes les longueurs d’onde et quel que
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soit I'état de protonation. Le rapport d’homothétie a été évalué au mieux d’apres la littérature !

et
notre connaissance expérimentale du systeme. A contrario, dans la colonne 2, les coefficients d’ab-
sorption molaire ont été déterminés expérimentalement aussi rigoureusement que possible (voir pa-

ragraphe 4.3.1). Ces derniers peuvent donc étre considérés comme beaucoup plus précis.

Colonne 1 Colonne 2

Estimation grossiere Détermination précise

Ag (nm) 365 365

erg M~Lem™)  1.710% 1.7 10%
ecu M l.em™) 5.110° 5.0 102
erMtem™) 2610° 2.6103
ec M~ lem™)  7.8107 1.310°

TABLE 4.1 - Valeurs des coefficients d'absorption molaire a 365 nm obtenues grossiérement a partir de la figure 3.8

(colonne 1) et déterminés précisément dans le paragraphe 4.3.1 (colonne 2).

En comparant les valeurs des deux colonnes pour CH et C on se rend compte que :

i. Les valeurs de g¢ obtenues par les deux méthodes sont du méme ordre de grandeur. Cela est
attendu en considérant que la détermination du spectre d’absorption de 'espece C est aisée
puisque la molécule est cinétiquement stable a I'obscurité. La différence entre les deux valeurs
émane de l'estimation peu précise de la quantité de chacune des espéces T et C dans 'état

photostationnaire.

ii. Par contre, les valeurs de ecyg ne sont pas du méme ordre de grandeur. La valeur du coefficient
d’absorption molaire de CH obtenue par la méthode la plus précise est beaucoup plus faible
que ce qui a été considéré initialement. Cette erreur provient, comme pour ¢, de I'estimation
peu précise de la quantité de chacune des espéces TH et CH dans I’état photostationnaire mais
surtout de notre incapacité a enregistrer un spectre précis de I'état photostationnaire a cause

de la relaxation thermique rapide a pH acide.

4.4.2 Comparaison des parameétres cinétiques des réactions photochimiques

Le tableau 4.2 résume les valeurs des parametres cinétiques des réactions photochimiques ob-
tenues dans ce chapitre pour la molécule TH,Cl;. Chaque colonne correspond a une des méthodes
successivement décrites.

I n’est cependant pas possible de comparer directement ces trois jeux de valeurs. En effet, comme
la présentation successive des trois méthodes suit le déroulement chronologique du travail de these,
les valeurs précises des coefficients d’absorption molaire de I'ensemble des formes de TH,Cl; n’ont
été exploitées que lors de la détermination des parametres cinétiques basée surla méthode de relaxa-
tion utilisant 'absorbance comme observable. Dans les deux autres méthodes, la détermination des
parametres cinétiques repose sur un estimation grossiere du rapport des coefficients d’absorption

molaire.

119



CHAPITRE 4. DETERMINATION DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DANS L'UV DE TH, CL,

Colonne 1 Colonne 2 Colonne 3

Relaxation suivie Modulation fréquentielle Relaxation suivie

par fluorimétrie  suivie par fluorimétrie par UV
Ag (nm) 347 365 365
ETH Gy oy M1.em™!) 630 850 290
ECH Dy i M Lem™) 140 290 130
ey oM lem™) 290 X 250
ecPe_ M Lem™) 260 X 240
- 3% 5% 2%
1 2% 6 % 26 %
br_ ¢ 6 % X 10 %
D 18 % X 19 %

TABLE 4.2 — Données relatives aux parameétres photo-chimiques de la plateforme TH,Cly. X désigne une quantité

qui n'a pas été évaluée.

De plus, la méthode de relaxation utilisant la fluorescence comme observable a été menée a
347 nm, longueur d’onde maximum d’absorption de TH, alors que les deux autres méthodes ont été

menées a 365 nm, longueur d’'onde imposée par les sources lumineuses utilisées.

Pour comparer rigoureusement les données issues des trois méthodes, il est donc nécessaire de

corriger les résultats des deux premiéres méthodes en prenant en compte :

i. lamodification de longueur d’onde et les valeurs précises des coefficients d’absorption molaire

dans la méthode de relaxation utilisant la fluorescence comme observable;

ii. uniquement les valeurs précises des coefficients d’absorption molaire dans la méthode de mo-

dulation fréquentielle utilisant la fluorescence comme observable.
Les données des colonnes 1 et 2 ont donc été corrigées selon le démarche suivante :

i. Le parametre a a été re-calculé en utilisant les valeurs des coefficients d’absorption molaire
déterminées de maniere précise. On obtient alors une valeur de a égale a 1 pour un pH inférieur

A pKachyc et une valeur de a égale 2 0.7 pour une valeur du pH supérieure a2 pK, ta/t. 4

ii. La correction des sections efficaces avec la longueur d’onde est faite en échangeant la valeur
des coefficients d’absorption molaire a 347 nm par les valeurs précises a 365 nm. Le rende-
ment quantique de photoconversion est supposé peu dépendant de la longueur d’onde sur

cette plage.

Les données corrigées sont reportées dans le tableau 4.3.

[q]. Lavaleur de @ pour un pH supérieur a pK, T/t calculée avec les valeurs précises des coefficients d’absorption mo-
laire est identique a celle déterminée par estimation grossiere alors que la valeur pour un pH inférieur a pK, cg/c est
largement différente. Il nous était en effet plus facile d’estimer cette valeur en milieu basique ot les espéces T et C sont

thermiquement stables, ce qui n’est pas le cas en milieu acide pour les espéces TH et CH.
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Colonne 1 Colonne 2 Colonne 3

Relaxation suivie Modulation fréquentielle Relaxation suivie

par fluorimétrie  suivie par fluorimétrie par UV
Ag (nm) 365 365 365
etH Gy oy M.em™!) 460 530 290
ECH Dy i M Lem™) 320 640 130
ey oM lem™) 290 X 250
ecPe_ M Lem™) 260 X 240
- 2% 3% 2%
1 80 % 128 % 26 %
br_ ¢ 6 % X 10 %
D 17 % X 19 %

TABLE 4.3 — Données corrigées relatives aux parametres photo-chimiques de la plateforme TH,Cl,. X désigne une

quantité qui n'a pas été évaluée.

En commencant par comparer les valeurs des sections efficaces de photoconversion obtenues par

les trois méthodes, on observe que :

i. les valeurs obtenues pour les especes déprotonées sont en trés bon accord. On constate en

particulier que les valeurs de er ¢, _ . et ec ¢, _  sont proches, la grandeur er ¢, _ ., €tant 1é-

gerement supérieure a £ P _ -

ii. les valeurs obtenues pour ety G — cn €L ECHP gy .y PAT les trois méthodes sont du méme

ordre de grandeur bien que plus dispersées. La valeur de etx ¢y _ oy €St supérieure a celle
de ecH ¢y POUr les méthodes relaxatives. Cette tendance est inversée pour la méthode

fréquentielle.

En ce qui concerne la comparaison des rendements quantiques de photoconversion, on remarque

que:

i. de méme que précédemment, les valeurs obtenues pour les formes déprotonées sont en bon

accord. Les rendements quantiques de la réaction cis—trans sont généralement supérieurs a

ceux de la réaction trans— cis comme évoqué dans la littérature, 7%7!

ii. les valeurs obtenues pour ¢, ... sont proches et trés faibles alors que les valeurs de ¢ _

sont plus grandes et dispersées. Cela est da a la division du terme de section efficace par le
coefficient d’absorption molaire ¢ qui a une valeur faible. On retient cependant que de ma-
niére semblable aux formes déprotonées et conformément 2 la littérature,’>’! le rendement

quantique de la réaction cis—trans est supérieur a celui de la réaction trans—cis.

Les variations observées particulierement pour les formes protonées peuvent étre attribuées au

fait que les approximations effectuées dans les trois méthodes ne sont pas toujours de méme nature.

Par exemple dans la méthode fréquentielle, on n'a pas eu besoin de développer les expressions des

constantes de vitesse au premier ordre en se placant a absorbance faible.
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Conclusions

Dans cette partie nous avons développé trois méthodes paralléles pour déterminer les parametres
cinétiques des réactions photochimiques de la molécule TH,Cl;. Comme évoqué ci-dessus, les para-
metres obtenus par des méthodes différentes sont proches — ou au moins du méme ordre de grandeur
- ce qui conforte notre confiance dans la pertinence de ces trois méthodes d’analyse.

La méthode de relaxation suivie par fluorimétrie est expérimentalement la plus lourde des trois
présentées et repose sur de nombreuses approximations.

La méthode fréquentielle est certainement la plus sensible des trois car, en plus de permettre
de moyenner le signal sur plusieurs périodes, elle ne nécessite pas de travailler a absorbance faible.
Elle est cependant trés lourde mathématiquement et demande pour des systémes lents, des temps
d’acquisitions de plusieurs heures pour certaines fréquences. Elle ne pourrait donc pas étre employée
pour étudier un systeme qui se dégrade thermiquement ou photochimiquement.

Enfin, la méthode de relaxation suivie par UV a 'avantage d’étre rapide, de mettre en jeu peu
d’approximations et de conduire a des résultats convaincants. Dans la suite de ce manuscrit, nous
utiliserons donc (sauf mention contraire) les parametres cinétiques obtenus par la méthode de re-

laxation utilisant ’absorbance comme observable.
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4.A. OPTIMISATION DES CONDITIONS OPERATOIRES RELATIVES A LETUDE EN FREQUENCE

Annexes du chapitre 4

4.A Optimisation des conditions opératoires relatives al’étude en fréquence

Conformément a I'équation 4.46, il est nécessaire de se placer dans des conditions opératoires
pour lesquelles la valeur de R est aussi grande que possible pour maximiser le rapport signal sur
bruit. Dans cette partie, on va donc étudier la fonction R et déterminer des conditions opératoires
optimales pour maximiser sa valeur. Pour cela on propose de séparer la fonction R en un produit de
trois fonctions dont les variables peuvent étre ajustées en jouant sur les parametres de controle du

systéme (absorbance et intensité lumineuse).

4.A.1 Mise en forme du facteur R

On rappelle que I'équation 4.47 donne :

0 0 —2.3A° 0

PracH T THCH e (23A"+1)-1

(EcH — €TH) (4.64)
) 34001 — e 2347)

R=23

0 2
1+ (wTTHCH)

d’ol1 en utilisant les définitions de Ty €t Pycy (€quations 4.31 et 4.32) :

hv0 A _ 0 _ 0
1 o kA 23407234 _ 1 4 o234
R= (ecH — £TH) g g ——— o o230 (4.65)
V1+ @7 yo)? (Ken—ta + *ra—cn * Kep—tr) 34T -e )
Or, si p%H et ng sont les proportions de TH et de CH a I’état photostationnaire, on a :
c= A%/ (eTnpry + EcHP o)
d’ou
hv0 A _ 0 _ 0
R- 1 €CH — €TH krhi--cnKcu—u 23A% 723N — 14723
- 0 0 hv0 hv0 A —2.3A0
1+ @192 TP + EcuP o (ke mn + ricn * Ko i) (I1-e )
(4.66)
si on pose ensuite x = 2.3A°, on peut définir la fonction £ telle que :
1-e¥(x+1
By = 12¢ e+l (4.67)
l-e*
k3 . L
De plus en posant y = ——=-— on peut définir la fonction i telle que :
kCH—'TH+kTH—CH
. y
i(y) = 4.68
) 1+ (4.68)
On en déduit alors :
€CH — €TH k%v{o H 1
R=- 0 0 1hvo ﬁchvo h(x)i(y) (4.69)
ETHPy T E€CHP oy kepru + Frucn 1+ @ ge)?
puis en posant
& _e hv0
K= CH — £TH H—CH (4.70)

- 0 0 7.hv0 hvo
ETHPTh + €CHPch Koyt + KT cH
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on obtient finalement :

R=Kh(x)i(y) ! 4.71)
1+ (wt

0 )2
THCH
On a donc écrit R comme un produit de trois termes ajustables :

i. x dépend de A° qui peut étre ajusté avec la concentration du photo-acide :

ii. y est ajustable par le choix de I car il mesure I'importance relative des processus d’intercon-

version thermique et photochimique;

iii. K dépend de y et des proportions de forme cis et trans, il est ajustable par choix de Iy mais on

va montrer qu’il est borné.

4.A.2 Etude du facteur R

Nous allons étudier successivement les différentes fonctions définies ci-dessus.

Ftude de la fonction /(x)

On rappelle que x = 2.3A°
1-e*(1+x)

hlx) = l1—e*

On trace sur la figure 4.22 la fonction h en prenant des valeurs de 'absorbance a I'état photostation-

naire allant de 0 a 5.

FIGURE 4.22 — Graphe de la fonction h en fonction de I'absorbance a l'état photostationnaire A°.

Létude de la fonction h montre que mener 'expérience a une faible absorbance n’est pas souhai-
table pour obtenir une valeur importante pour R; I'extraction des constantes cinétiques ne pourra
pas étre effectuée en solution diluée. Par contre, avec une absorbance de I'ordre de I'unité, i (x) vaut
environ 0.8 et est déja quasiment a sa valeur maximale qui est 1. On va donc se placer a une absor-

bance forte pour effectuer I'expérience.
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Etude de la fonction i(y)

A
kCHHTH
hv hv
kelytkrlc

On rappelle que y =

y

i(y) = —(1 )

On trace la fonction i en prenant des valeurs de y en échelle logarithmique sur la figure 4.23.

0.25

0.20 —

0.15

0.10 —

0.05

0.00 il vl vl ol

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

y

FIGURE 4.23 - Graphe de la fonction i en fonction de y en échelle logarithmique.

La fonction i est maximale pour une valeur de y égale a 1. Ainsi on peut maximiser la valeur de R
en se placant a une intensité lumineuse Ij telle que k(};“iT + k;’f_c soit du méme ordre de grandeur que

A
kCH—>TH'

Ftude de la fonction K

La constante K, dépendant des proportions de TH et de CH dépend donc également de I'intensité

lumineuse. Cependant, K est bornée entre sa limite a intensité lumineuse nulle ((1 - Eﬂ) (

ETHPTH-CH )
ETH ’

ETHPCH—THHETHPTH-CH

1— ETH) ( ErHPTH-CH
€cn ) \ etTnPCcH-TH T ETHPTH-CH

tres éloignées et K varie sur moins d'un ordre de grandeur quand I, varie des 0 a I'infini.

et salimite a intensité lumineuse infinie (( )). Ces deuxlimites ne sont pas

Conditions optimales pour maximiser R

On a donc vu ci-dessus que les conditions optimales pour maximiser la valeur de R sont :

— Une grande valeur de Ay : dans la pratique, on choisit une valeur proche de 1 pour rester dans
le domaine de linéarité de la loi de Beer-Lambert.

— Une valeur de I'intensité lumineuse Iy adaptée pour que la somme des constantes de vitesse
photochimiques et la constante de vitesse thermique restent du méme ordre de grandeur. Dans
la pratique, I'étude des constantes cinétiques photochimiques par la méthode de relaxation

présentée dans la partie 4.1 de ce chapitre nous a aidé a choisir la valeur de Ij.
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Evaluation de R dans les conditions optimales

Lapproximation effectuée pour dériver I'équation 4.56 nécessite d’avoir un ordre de grandeur de

lavaleur de R. Ainsi, si’on se place en conditions optimales, c’est-a-dire x — oo, y = 1 et en se mettant

aune fréquence tres inférieure a — L_ (de sorte 2 avoir ——L—— ~ 1), on aura Rpax = % :
TTHCH 1+ T )
hv0
1 ECH — €TH kTH—»CH

(4.72)

Rpax =

an 0 0 7.hv0 hv0
4 etapry + €cHPcy koprh * Fri—-cu

Pour estimer Rynax, on néglige le coefficient d’absorption molaire de CH devant celui de TH, et 'absor-
bance de CH devant celle de TH. Les proportions relatives ( p%H et ng) sont quant a elles calculables
en utilisant y = 1.

Pourl'application numérique, prenons des ordres de grandeurs raisonnables pour ety—cu¢TH—CcH(365)
et ecH—THOCH_TH (365) de I'ordre de 100 M~!.cm™! respectivement. On obtient alors comme valeur
maximale pour R :

Rpax = 0.2
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4.B Dérivation des données cinétiques du systeme dans I'UV a partir de /

0
€l Trycn

A partir des valeurs de J et T%HCH extraites de I'ajustement des données de la figure 4.15, il est
possible de remonter aux grandeurs cinétiques intrinseques au systéme au pH considéré. D’apres

I'annexe 4.A, la grandeur J vaut :

J=2Kh(x)i(y) (4.73)
On commence par tirer la valeur de k'fﬁicﬂ de 2K h(x)i(y) en utilisant la valeur extraite de T%HCH.
Pour cela on rappelle que (voir annexe 4.A) :
l-e *(x+1
h(x) = Ize D) a0
l1-e*
A
. y kCH—»TH
iyY)=—- =—
Yoy Y kv O+ kv G,
kth
K=— €CH — £TH T-C
ETHP Iy + ECHP Ly kgLOT + k?ioc

ou p%H et ng sont les proportions en TH et CH. De plus, on a
x=23A° =2.3c(etnpyy + ECHP )

Ne connaissant pas précisément la valeur de £cy, on introduit comme dans la partie précédente

le parametre « tel que ecy — ety = —a €Ty, on obtient donc pour x :

1 l1-a
X = Z'SCETH Kchvo +iA Jchvo
1 + CHHTZ! 5 CH—-TH 1 + o THHCX[
v nv
kTH*»CH kCHHTH + kCH*»TH

1 l-a

- 23A0 Jchvo +iA + Khvo
1 + CH—TH CH—TH 1 + TH—CH

h h
kT]Y[gv CH ké;-/[O—v TH + kéH—»TH

En faisant apparaitre T%HCH, on obtient finalement :

1 l-a
x =234 ot g (4.74)
TO TH—CH 1 + TH—CH
1+ % 5 T qulx./[o o
kyicn TTHCH -
Ensuite pour yona:
KA KA
y= K0 hvo T 1 A (4.75)
CH—TH " "TH—CH 70,
Enfin pour K :
thO
K - _1_ ¢fn—émm TH—CH
- 2¢ pO +e pO khvo + kth
THFPTH T €CHFCH *CcH—TH ™ *TH-CH
hv0
1 a kry—cn
_ 1 : - ! (4.76)
2 + a4 — kA
1 _;hvo 1hvo TO
%HCH TH—CH 1+ ; THH?HO THCH
1+ K0 o H.cu
'H—CH THCH
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Finalement, une fois connus kéH_)TH et T%HCH, I'expression de 2K h(x)i(y) est uniquement déter-

minée par k’;‘lf—/[iCH' Linversion de la fonction afin de tirer kﬁvl(lCH de la valeur obtenue de 2K h(x)i(y)

n’étant pas aisée, on proceéde de maniere graphique. Ainsi, on trace la fonction 2Kh(x)i(y) en fonc-

tion de k?{liCH et on détermine graphiquement pour quelle valeur de k%Y[(LCH, la fonction atteint la

valeur de 2K h(x)i(y) = 0.245 déduite de 'ajustement des données de la figure 4.15. ['! Cette opération

est présentée sur la figure 4.24 pour @ = 0.7. On note que la valeur de kéH_,TH utilisée est celle obtenue

précédemment égale a4 0.075 s~ a pH=2.5.

05F

0.4

02

2Kh(x)i(y)

I I I
0 2 4 6x10”

hv 0 -1
Krpson (S)

0.0

FIGURE 4.24 — Graphe de la fonction 2Kh(x)i(y) en fonction de k%&CH’ Lintersection avec la valeur de
hvO0

2Kh(x)i(y) déterminée par ajustement des données de la figure 4.15 permet de déduire la valeur de ki -y

pour le systeme étudié (lignes pointillées).

On obtient :

ki g =3.41072s7!

Enfin, la valeur de la constante photochimique k3" 1, est déduite de la valeur de 79,y etde kin® oo :

k0 g =111072 571

[r]. Lafonction considérée est bijective.
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4.C. ELECTROPHORESE CAPILLAIRE : MISE EN EVIDENCE DU POINT ISOBESTIQUE A 244 NM.

4.C FElectrophorese capillaire : mise en évidence du point isobestique a

244 nm.

La figure 4.25 met en évidence le point isobestique a 244 nm et justifie que I'analyse par électro-
phorese capillaire présentée figure 4.18 ait été réalisée a cette longueur d’onde o1 les especes T et C

absorbent de facon identique.

4x10"

x10"

2= 1 1 1 1 )
235 240 245 250 255

£ (M'l.cm'l)

300 400 500 600 700

A (nm)
FIGURE 4.25 - Spectre d'absorption d'une solution de TH,Cly ((TH,Cly| = 42 uM) dans un mélange tampon
Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique129 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) apH =11 et

irradiée a 365 nm successivement pendant 0s, 5 s et 10 s avec une puissance de 3 10" Ei.s™'. T=25°C. Lencadré

met en évidence le point isobestique a 244 nm.
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4.D Spectrophotometre UV-Visible a barrette de diodes

Un spectrophotometre a barrette de diodes permet une mesure quasi instantanée d’un spectre
d’absorption UV-Visible.

Contrairement a un spectrophotometre classique équipé d’'un monochromateur qui sélectionne
la longueur d’onde de la lumiere traversant I’échantillon, le rayon incident d'un spectrophotometre
UV-Visible a barrette de diodes contient toutes les longueurs d’'onde. Les longueurs d’onde qui ne
sont pas absorbées par I’échantillon sont transmises vers le systeme de détection. Le faisceau trans-
mis est dispersé par un réseau avant de venir frapper la barrette de diodes composée d’autant de
détecteurs qu'il y a de longueurs d’onde (voir figure 4.26). La détection de 'absorbance se fait donc
simultanément a toutes les longueurs d’onde. La vitesse d’acquisition est donc beaucoup plus grande
qu’avec un spectrophotometre classique qui mesure I’absorbance a une seule longueur d’onde avant
que le monochromateur ne soit déplacé et 'absorbance a la longueur d’onde suivante évaluée.

Le spectrophotomeétre UV-Visible a barrette de diodes a notre disposition possede en plus, une
optique particulierement bien collimatée, permettant d’enregistrer un spectre d’absorption sans pla-

cer I’échantillon dans une boite noire voire méme en illuminant ce dernier.

Detector

Grating

Light Source

White Light
Mirror

N

Exit Slit

Sample
Compartment

FIGURE 4.26 - Schéma de principe d'un spectrophotometre UV-Visible a barrette de diodes.

130



Chapitre 5

Sauts et oscillations de pH photo-induits

Introduction

Dans les chapitres précédents, nous avons étudié les molécules de la série THXCl;. Nous avons en
particulier montré dans le chapitre 3 que, sous illumination, I'isomere trans de ces molécules évolue
vers un isomere cis environ 1000 fois plus acide.

Dans ce chapitre, nous allons utiliser cette propriété remarquable pour induire des modifications
globales du pH d’une solution sous illumination UV.

Pour cela, deux molécules de la série THXCI; ont été sélectionnées :
 La molécule TH,Cl; car :

— c’est lamolécule dont les parametres photochimiques ont été étudiés intégralement;

— la solubilité de la molécule dans le mélange eau / acétonitrile (1/1) est satisfaisante (jusqu'a
environ 300 uM) alors que certains membres de la plateforme sont beaucoup moins solubles
dans ce mélange (THBrCl; par exemple) ;

- la différence de pKj; entre les formes trans et cis est une des plus grandes observées (2.8 unités
de pH);

— le temps caractéristique de retour thermique a2 pH = 7 [ est assez court (environ 1 min contre
10 min pour un composé comme THOMeCl,) : les expériences peuvent ainsi étre réalisées sur
une durée caractéristique de quelques minutes a quelques heures; [’

- la synthese et la purification de la molécule sont faciles et rapides et les réactifs utilisés peu
colteux.

e La molécule THSO4KCl; car :

- la solubilité de la molécule dans le mélange eau / acétonitrile (1/1) est trées bonne (jusqu’a en-

viron 500 uM) ; [c]

— la différence de pK, entre les stéréoisomeres trans et cis peut étre estimée a environ 2.4, ce qui

[a]. Lavaleur 7 est prise comme ordre de grandeur de la valeur moyenne du pH des expériences réalisées en milieu non

tamponné. C’est donc a ce pH que la comparaison des temps de relaxation thermique a le plus de sens.
[b]. Des temps de manipulation trop longs peuvent étre préjudiciables en particulier lors de I'utilisation de sondes fluo-

rescentes qui peuvent se dégrader en cas d’excitation lumineuse prolongée.
[c]. Lasolubilité de la molécule THSO4KCl; dans I'eau (environ 300 uM) est largement plus €élevée que celle de toutes les

autres molécules de la plateforme THXCI;, ce qui sera mis a profit dans le chapitre suivant.
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reste élevé;

— le temps caractéristique de relaxation thermique est court (il est estimé a quelques secondes a
pH = 7). La molécule THSO4KCl; est ainsi choisie pour réaliser des variations de pH avec une
dynamique rapide. Elle sera en particulier utilisée dans les expériences de modulation pério-

dique du pH présentées dans la partie 5.3 ;

Ce chapitre évalue la capacité de chacune de ces deux molécules a modifier le pH global d'une
solution sous illumination. Il se découpe en trois parties. Les deux premiéres mettent en évidence
I'obtention de sauts de pH suivis par potentiométrie (partie 5.1) et par fluorimétrie (partie 5.2). La
derniére partie montre qu'’il est aussi possible de photo-générer des oscillations de pH (mises en évi-

dence par fluorimétrie).

5.1 Sauts de pH : mesure potentiométrique

Dés lors que 'on imagine de fabriquer une petite molécule capable de faire varier le pH d'une so-
lution seulement grace alalumiere, pourquoi ne pas réver d'une expérience presque « simpliste » dans
laquelle on dissoudrait ladite molécule dans un petit bécher qu’on illuminerait avec une lampe UV
de paillasse pour voir sur I’écran d'un pHmetre, le pH monter ou descendre selon que la lampe est
allumée ou éteinte.

Dans cette partie, on démontre que les réves deviennent parfois réalité...

5.1.1 Séquence d’illumination pour obtenir un saut de pH photo-induit

Un saut de pH photo-induit est une brusque variation du pH sous excitation lumineuse. Si le sys-
teme est réversible, 'extinction de la source lumineuse entraine le retour au pH initial. La figure 5.1
représente la variation de I'intensité lumineuse nécessaire a I’obtention d’un tel saut suivi d'une re-
laxation. Nous voyons que ce graphe se décompose en trois phases séparées par deux évenements :

— Phase 1 : la lumiére est initialement éteinte. Le systéme est a I’état d’équilibre thermique.

— Allumage de la source lumineuse : I'intensité lumineuse passe instantanément de la valeur 0 a
la valeur Ij.

— Phase 2 : I'échantillon est irradié de maniére continue pendant une durée 7. Le systéeme évo-
lue jusqu’a atteindre un état photostationnaire (qu’il atteindra si la durée 7 est suffisamment
grande par rapport au temps caractéristique d’évolution du systéeme sous Iy).

— Extinction de la source lumineuse : 'intensité lumineuse passe instantanément de la valeur I
alavaleur 0.

— Phase 3 : privé de lumiere, le systeme (s'il est réversible) relaxe vers I’état d’équilibre thermique

initial.

5.1.2 Principe de la mesure potentiométrique

La premiere mise en évidence expérimentale de la variation du pH sous excitation lumineuse

d’une solution de TH, Cl; dissoute dans un mélange eau / acétonitrile (1/1) a été effectuée en utilisant
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Intensité lumineuse

Phase 1 Phase 2 Phase 3
temps

FIGURE 5.1 — Représentation graphique de la variation temporelle de l'excitation lumineuse nécessaire a l'obten-

tion d’'un saut de pH suivi d'une relaxation.

un simple pHmetre.

Le pHmetre utilisé est un pHM210 (Radiometer Analytical) relié d'une part a une électrode spéci-
fique aux ions hydronium H;0* communément appelée « électrode de verre» et d’autre part a une
électrode de référence. Dans la pratique, nous avons utilisé une électrode combinée qui contient a la
fois une électrode de verre et une électrode de référence (Radiometer Analytical). Dans certains cas,
une micro-€électrode combinée a aussi été utilisée (pour mesurer le pH directement a I'intérieur d'une
cuvette de fluorimétrie).

La variation du pH a été enregistrée en reliant le pHmetre au port série (COM) d'un PC et le trai-
tement du signal a été réalisé avec le logiciel Igor Pro 6 (WaveMetrics, Lake Oswego, OR) équipé du

module Data Logger téléchargeable depuis internet. 16°

5.1.3 Systeme d’éclairage

Un des intéréts de la mesure du pH avec un simple pHmetre est de pouvoir utiliser presque n'im-
porte quel type de systéme d’éclairage a la condition de pouvoir introduire I’électrode combinée dans
le récipient éclairé.

Plusieurs systemes d’éclairage sont a notre disposition :

— lalampe a arc du fluorimetre (75 W Xénon LPS220 Photon Technology International) ;

— une diode UV (Nichia chip UV LED NCSU033A(T), 0-700 mA) ;

— une lampe a arc de forte puissance (Hamamatsu LC8 1.9588 UV Lamp).

Le tableau 5.1 présente les caractéristiques propres a chacun de ces systemes d’éclairage.

5.1.4 Résultats expérimentaux

Pour chaque expérience, une quantité connue de photo-acide est dissoute dans un mélange d’eau
purifiée par un systeme Direct-Q 5 (Millipore, Billerica, MA) et d’acétonitrile (1/1). Cette solution est

ensuite soumise a la série obscurité / lumiere / obscurité décrite sur la figure 5.1
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Lampe a arc du fluorimeétre  diode UV~ Lampe Hamamatsu

Longueur d’'onde (nm) Modulable entre 200 et 800 365 365
Puissance lumineuse (Ei.s™") 51071°-51077 1079-3 1077 1076-1075
[Nlumination périodique possible non oui non

TABLE 5.1 — Comparaison des différents systemes d’'éclairage a notre disposition pour générer un saut de pH.

Systéme a cinétique de relaxation thermique lente : TH, Cl,

Une solution d'un volume de 6 mL de TH,Cl; a la concentration de 220 uM dans un mélange
eau / acétonitrile (1/1) est illuminée selon la séquence proposée sur la figure 5.1. Pratiquement, la
solution a été placée dans un petit bécher de 25 mL (et de diametre 6 cm) qui a été irradié par la
lampe Hamamatsu avec une intensité lumineuse de Iy = 1.2 10> Ei.s~! pendant une durée r = 30s.La
solution est dégazée en continu par barbotage de diazote pour se débarrasser du dioxyde de carbone

dissous qui peut tamponner le milieu et donc niveler I'amplitude du saut de pH. |

8.0
7.5

7.0

pH

6.5

6.0

55

0 50 100 150 200 250 300

t(s)

FIGURE 5.2 — Evolution du pH mesuré a Uaide d'un pHmetre et d'une électrode combinée plongeant dans une
solution de 6 mL de TH,Cl, a la concentration de 220 uM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La solution
est soumise & un pulse lumineux & 365 nm d’'une durée de T = 30 s et d’une puissance de Iy = 1.2 107° Ei.s™'.
La solution est dégazée en continu par barbotage de diazote. T = 25 °C. La zone claire indique la durée pendant
laquelle I'excitation a 365 nm a lieu. La zone foncée signale les durées pendant lesquelles l'échantillon n'est pas
illuminé. Lencadré montre un zoom sur les 60 premiéres secondes.

La variation du pH obtenue est représentée figure 5.2. Dans ces conditions, nous obtenons un
saut de pH d’'une amplitude de pres de 2 unités. Ce saut peut étre divisé en trois phases :
— Phase1:le pH est stable puisque I'échantillon n’est pas illuminé. Seul I'isomére trans de TH, Cl,
est présent en solution.

— Allumage de la lampe

[dl. On rappelle que le dioxyde de carbone CO, est un diacide faible présentant deux couples acide-base : le couple
H,CO4/HCO4 de pK, égal a 6.3 dans I'eau et le couple HC03'/C032‘ de pK, égal a 10.3 dans l'eau. 166 Une étude de

I'influence du CO, dissous sera réalisée au paragraphe 5.A.
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— Phase 2:le pH diminue et tend vers un plateau (clairement visible sur le zoom). L'illumination a
365 nm provoque I'isomérisation trans—cis. L'isomere cis est plus acide que le trans : la quantité
de protons présents dans le milieu augmente et finit par se stabiliser. Le systéme est alors al’état
photostationnaire.

— Extinction de la lampe

— Phase 3 : le pH remonte et tend vers un plateau correspondant au pH initial. Privé de lumiere,
le systeme relaxe thermiquement. Lisomere cis est re-transformé en isomere trans moins acide

puis finit par disparaitre complétement. Le systéme est revenu a I’état d’équilibre thermique.

La variation du pH observé dans la figure 5.2 met en évidence deux temps caractéristiques : ¢!

- le temps caractéristique de variation du pH lors de la phase 2 : on parle de « temps de descente » ;

— le temps caractéristique de variation du pH lors de la phase 3 : on parle de « temps de remon-
tée ».

Ces deux temps ont été comparés avec ceux que I'on peut dériver al’'aide des ordres de grandeurs

des parametres cinétiques déterminés dans les chapitres précédents. [f!

Temps de remontée : estimé a environ 40 s sur la figure 5.2.
Ce temps est lié au temps caractéristique de la réaction de relaxation thermique cis—trans au pH
considéré. En considérant un pH moyen de 6.7, |8 la figure 3.11 nous indique que la constante de vi-
tesse du processus de retour thermique (ké_’ +(PH=6.7) estdel'ordre de 1.5 min~! (soit2.51072s71).
Le temps caractéristique du processus de retour thermique est donc de I'ordre de 45 s, en bon accord

avec le temps caractéristique de remontée du pH observé sur la figure 5.2.

Temps de descente : estimé a environ 3 s sur la figure 5.2.
Ce temps est lié au temps caractéristique de variation de la concentration des espéces moyenne T et
C. ™ Les équations 3.28 et 3.29 montrent que ce temps est l'inverse de la somme des constantes de
vitesse thermiques et photochimiques : k%“;E + kgiT + ké_,f' En considérant un pH moyen de 6.7
comme précédemment, les équations 4.17 et 4.18 permettent d'obtenir des estimations des sections

efficaces pour les processus photochimiques a partir des valeurs de pK; ta/1, PKacr/cr €TH (R cw

[e]. Cestemps caractéristiques sont évalués comme le temps au bout duquel 'amplitude du phénomene observé a atteint

environ 65 % de son amplitude maximale.
[f]. Nous commencons systématiquement par étudier le temps de remontée dont 'ordre de grandeur est plus facile a

dériver a partir des parametres cinétiques connus.
[g]. Nous avons fait le choix de dériver des ordres de grandeurs des temps caractéristiques uniquement a une valeur

moyenne du pH. Cette démarche, qui peut sembler peu rigoureuse, est justifiée par la dépendance des constantes de vitesse
avec le pH. Dans notre exemple, la constante de vitesse du processus cis—trans évolue pendant la remontée puisque le pH
varie dans une zone proche de la valeur de pK; cgy/c (on ne peut d’ailleurs pas ajuster correctement les données avec une

fonction exponentielle comme on I'a fait a pH fixé dans la figure 3.10).
[h]. Cela est vrai seulement si les réactions acido-basiques et le temps de réponse de 'électrode de verre sont rapides a

I'échelle du temps d’évolution des concentrations en T et C. Dans la partie 4.1.7, on a montré que les temps caractéristiques
de relaxation associés au processus des espéces trans et cis par le proton sont inférieurs au dixieme seconde ce qui est
inférieur au temps caractéristique de descente estimé. Par contre, le temps de réponse de I'électrode de verre est estimé a
quelques secondes par le constructeur, qui est donc du méme ordre de grandeur que le temps de descente. Lexploitation

de ce temps de descente mesuré par une électrode de verre doit donc étre faite avec précaution.

135



CHAPITRE 5. SAUTS ET OSCILLATIONS DE PH PHOTO-INDUITS

ST('bTaC’ ECH(pCHﬂTH et 8C¢C—>T :
ex¢s_c(PH=6.7,Ag =365nm) =290 M~ ".cm™"
egP_+(PH=6.7,1g =3650m) =190 M '.cm™!

En utilisant ensuite les équations 3.19 a 3.22 et en estimant que 1’absorbance moyenne a 365 nm est
environ la moitié de I'absorbance totale de la solution (= 1.8, déterminée avec la loi de Beer-Lambert),
on obtient :

Y _~310ts7!
T—C

Yo =210 ts7!
C—-T

La somme des constantes de vitesses thermiques et photochimiques k%” < + Ic’EW ot k(_A: T vaut donc
approximativement 3 1071 +2 107! + 2.5 1072 = 5.25 107! s7! soit un temps caractéristique de 2 s.
Méme si les approximations opérées pour dériver cette valeur sont nombreuses, le temps caractéris-

tique obtenu est en bon accord avec celui estimé sur la figure 5.2.

Amplitude du saut de pH
Il est possible de comparer le pH dans I'obscurité et a I'état photostationnaire obtenus expérimenta-
lement avec les valeurs dérivées du modeéle présenté dans la partie 2.2.

La valeur du pH initial observé expérimentalement (7.7) est tres différente de celle dérivée de
I'équation 2.11 (6.5). De méme, la valeur du pH al’état photostationnaire (5.9) est éloignée de la valeur
tirée de 1'équation 2.10 (5.3). Le ApH obtenu est donc de 1.8 alors que celui qui est estimé par le
modele théorique esta 1.3.

Pour justifier que la solution est globalement moins acide que ce que prévoit la théorie et que le
saut de pH est plus élevé que ce qui peut étre anticipé, nous pouvons supposer que :

— des impuretés basiques sont présentes dans le milieu;;

— le modele mis en place dans la partie 2.2 n’est pas satisfaisant. En particulier, ce modéle consi-
dere que CH seul fixe le pH et néglige donc le role de toutes les autres formes de TH,Cl;. De
plus, les réactions acide-base mettant en jeu les éventuelles impuretés basiques ne sont pas
prises en compte.

Il n’'a pas été possible de détecter et encore moins d’identifier les impuretés basiques éventuel-

lement présentes. Seule une étude numérique a été réalisée pour tenter d’'identifier ces espeéces et

d’estimer leurs concentrations. Cette étude est présentée en détail dans la partie 5.2.7

Systeme a cinétique de relaxation thermique rapide : THSO4KCl,

La méme expérience de saut de pH a été réalisée en remplacant la molécule TH,Cl; par la mo-
lécule THSO4KCl; dont le retour thermique est plus rapide. Une solution d'un volume de 6 mL de
THS,KCl; a la concentration de 330 uM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1) a donc été illumi-
née selon la séquence proposée sur la figure 5.1 avec une intensité de 1.2 10~° Ei.s~!. La solution est

dégazée en continu par barbotage de diazote.

[i]. Pour obtenir cette valeur a partir de I'équation 2.10, on a fait I'hypothese qu’a pH 5.9, tous les isomeres cis sont
sous forme CH. On est donc ramené a un systeme a deux état : TH (qui fixe le pH a 'obscurité) et CH (qui fixe le pH sous

illumination). De plus, on a réutilisé les parameétres cinétiques dérivés ci-dessus a la valeur moyenne du pH (6.7).
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t(s)

FIGURE 5.3 — Evolution du pH mesuré a l'aide d'un pHmétre et d'une électrode combinée plongeant dans une so-
lution de 6 mL de THSO3K613 a la concentration de 330 uM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La solution
est soumise a un pulse lumineux de 50 s & la longueur d’onde de 365 nm et d'une puissance de1.210™° Ei.s™'. La
solution a été dégazée en continu par barbotage de diazote. T = 25 ° C. La zone claire indique la durée pendant
laquelle I'excitation a 365 nm a lieu. La zone foncée signale les durées pendant lesquelles I'échantillon n'est pas

illuminé.

La figure 5.3 met ici encore en évidence un saut de pH. Les temps caractéristiques de montée et de
descente sont cependant différents de ceux obtenus avec TH,Cl;. Comme précédemment, on peut
comparer ces temps avec ceux dérivés des parametres cinétiques connus.

Temps de remontée : estimé a environ 7 s sur la figure 5.3.

La constante cinétique du retour thermique cis—trans est évaluée a la valeur moyenne du pH mesu-

rée a 7. La valeur de la constante thermique kéH H peut étre extrapolée a ’aide de ’équation 3.34

—

obtenue dans le paragraphe 3.3.4 :

log kéH o 0.66 +3.760}, oula constante de vitesse est exprimée en min~!,
On trouve alors ké =251 Lavaleur de k2 est considérée nulle (voir tableau 3.5). Ainsi, de

I'équation 3.16 (en estimant pK, cy/c a 6.0, cf. figure 3.13 b), on peut déduire la valeur de la constante
cinétique du retour thermique cis—trans a pH = 7 qui vaut environ 2 10~ s~!. Le temps caractéris-
tique associé est donc d’environ 6 s ce qui est en bon accord avec le temps caractéristique de remon-
tée du pH observé sur la figure 5.3.
Temps de descente : estimé a environ 2 s sur la figure 5.3.

La détermination des parametres photochimiques de THSO4KCl; n’ayant pas été effectuée, on prend
comme ordre de grandeur de ces parametres les valeurs trouvées pour TH,Cl; en supposant que la
variation du substituant en position para du noyau aniline a peu d’influence sur ces parametres. On

adonc:

ex¢r_ c(PH =7, =365 nm) =290 M ".cm ™"

ecps_s(PH=7,Ag=365nm) =230 M'.cm™’
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En considérant une absorbance moyenne de 3.5, on en déduit :
kP _~2107ts7!
T-C
kY _=1107ts7!
C—T

La somme des constantes de vitesses thermiques et photochimiques k'%v < + kgv T + ké T vaut
alors approximativement 2 1071 +1 107! +2 107! =5 107! s™! soit un temps caractéristique de 2 s. Ce

temps est en accord avec le temps caractéristique mesuré expérimentalement sur la figure 5.3.

Amplitude du saut de pH
Ici encore les valeurs du pH initial et du pH a I'état photostationnaire déterminées expérimentale-
ment (7.5 et 6.4 respectivement) sont tres différentes de celles dérivées des 'équations 2.11 et 2.10

(6.2 et 4.9 respectivement). Comme pour TH, Cl; la présence d’'impuretés basiques est suspectée.

5.1.5 Avantages et limitations de la technique

Grace au suivi potentiométrique du pH de la solution, on a réussi a mettre en évidence pour
la premiere fois une variation du pH induite par la lumiere avec des molécules de la plateforme 2-
hydroxyazobenzéne. Des sauts de pH avec deux régimes de relaxation thermique différents ont ainsi
pu étre facilement réalisés. Le principal avantage de la mesure potentiométrique réside donc dans la
simplicité de sa mise en pratique : U’
— lalecture et 'enregistrement du pH sont simples et immédiats;
— l'utilisation de tout type de contenant permet de dégazer aisément la solution par un barbotage
continu de diazote;
— n'importe quel type de lampe UV peut étre employé. En particulier, des lampes de forte puis-
sance (qui sont nécessairement encombrantes) peuvent permettre d’obtenir de forts sauts de

pH, méme pour des grands volumes irradiés.

Cependant cette méthode présente aussi plusieurs inconvénients :

— les systémes étudiés doivent nécessairement étre d'une dimension caractéristique au moins
aussi importante que celle de I'électrode de mesure. La résolution spatiale d’'une telle mesure
est donc faible;

— le temps de réponse d’une électrode de verre est de I'ordre de la seconde : la résolution tempo-
relle de la mesure est donc médiocre en dessous de quelques secondes;;

— l'utilisation d’'une sonde physique a un caractere invasif qui peut perturber le systéme d’étude
(en particulier dans les systémes biologiques).

Compte tenu de ces inconvénients, nous allons montrer dans la partie suivante qu'une méthode

optique de mesure du pH est aussi envisageable et qu’elle peut pallier certains défauts inhérents a

I'utilisation d’'un pHmetre.

[jl. Notons qu’'une telle méthode, si simple et par la méme si démonstrative n’a cependant que peu été mise a profit dans

la littérature pour quantifier des sauts de pH photo-induits. 8°
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5.2 Saut de pH : mesure fluorimétrique

Les inconvénients cités ci-dessus sont du méme ordre que ceux évoqués dans I'introduction gé-
nérale pour justifier I'intérét des molécules photosensibles au regard des modifications mécaniques
de la concentration d'un analyte.

En s'inspirant de cette comparaison, nous avons donc utilisé une méthode fluorimétrique pour

mettre en évidence les sauts de pH présentés dans la premiére partie de ce chapitre.

5.2.1 Lessondes de pH fluorescentes

La méthode fluorimétrique de détermination du pH est basée sur I'utilisation d'un rapporteur de
pH fluorescent (on parle aussi de sonde de pH fluorescente) dont I'intensité de fluorescence varie en
fonction du pH.

Un rapporteur de pH fluorescent est un acide ou une base dont les formes acide et basique ne
présentent pas la méme émission de fluorescence. La littérature compte un tres grand nombre de ces

151,167-169 151

molécules et la figure 5.4 en donne quelques exemples parmi les plus utilisés en chimie

et en biochimie. 16

HO O//O HO 0] (0]
// S / ©

0oc coo
COOH coo
g e
Fluorescéine BCECF C.SNARF
pKa = 6.4 pKa=7.0 pKa=7.5
= 0.9 (dans NaOH 0.1 M) ©=0.84 (dans NaOH 0.1 M) ¢=0.03

NaO;S O OH
N

(1) e

) ot T

NaO3S SO3Na NH>
Pyranine PYMPON
pKa=7.2 pKa=5.7
¢=1.0 ¢=0.8

FIGURE 5.4 - Exemples de sondes de pH fluorescentes. Les valeurs de pK, et des rendements quantiques sont don-
nés dans l'eau (a 25 ° C et en solution diluée). BCECF : 2,7"-Bis-(2-carboxyéthyl)-5,6-carboxyfluorescéine; SNARF

= semi-naphtofluorescéine; PYMPON = 2-(4-(2-aminopyridyl))-5-(4-méthyoxyphényl)oxazole. 1>1:169-171

En notant FH et F les formes acide et basique du rapporteur et pKy g/ le pK, du couple associé,

ona:
(F] Ir - Irn

H =pKk, +log—— =pKk, +log—— 5.1

Pt =PRaru/p +108 1y = PRaF/E 108 - 1Ir (6.1

ou Ir est 'intensité de fluorescence a une longueur d’onde donnée et Izg et Ir sont les intensités
de fluorescence a la méme longueur d’onde quand l'indicateur est entierement sous forme acide et
entierement sous forme basique respectivement. La mesure de I'intensité de fluorescence I donne

donc acces au pH.

139



CHAPITRE 5. SAUTS ET OSCILLATIONS DE PH PHOTO-INDUITS

Cependant, I'’équation 5.1 montre que la zone de pH que peut sonder un rapporteur fluorescent
donné n’est pas infiniment large. Elle est globalement limitée a un segment délimité par pKpu/r — 1
etpKyr/r+1.

Muni d’'une telle molécule, on peut suivre la variation du pH provoquée par un photo-acide. La
lumiere est alors utilisée a la fois pour exciter le photo-acide provoquant ainsi la variation du pH de
la solution mais aussi pour mesurer cette variation.

Devant le nombre tres important de rapporteurs de pH fluorescents disponibles, il est nécessaire
d’établir un cahier des charges pour choisir le rapporteur de pH fluorescent le mieux adapté al’étude

des variations de pH photoinduites par les molécules TH,Cl; ou THSO4KCl;.
i. La sonde doit étre soluble dans le mélange eau / acétonitrile (1/1).

ii. Elle doit absorber dans une gamme de longueurs d’onde ot le photo-acide n’absorbe pas. On
peut ainsi mesurer le pH sans exciter le photo-acide (et donc sans faire varier le pH). Cela per-
met, par exemple, de mesurer le pH initial de la solution (avant excitation dans 'UV) ou encore

de suivre la variation du pH lors du retour thermique (apres 'extinction de la lampe UV).

iii. Elle doit fluorescer a une longueur d’onde largement supérieure a la longueur d’onde de la
lampe excitatrice (365 nm) de sorte a enregistrer son intensité de fluorescence sans étre pertur-

bée par la forte excitation dans 'UV.

iv. Elle doit avoir un rendement quantique de fluorescence aussi grand que possible. Cela permet
de l'introduire en petite quantité. Cette condition est essentielle puisque comme précisé plus
haut, la sonde fluorescente de pH est elle-méme une espéce acido-basique. Si elle est introduite
en trop grande quantité, elle peut interférer avec le photo-acide que I'on souhaite étudier (elle

va tamponner le milieu).

v. Elle doit étre capable de sonder le pH dans la gamme de pH d’intérét. Son pK, doit étre choisi

proche du pH moyen de la variation de pH que I'on souhaite mesurer.

5.2.2 Choix d’'un rapporteur de pH fluorescent : la fluorescéine

Lune des sondes fluorescentes de pH les plus utilisées est la fluorescéine. Découverte en 1871
par Baeyer, c’est un dérivé du xanthéne qui existe sous différents états de protonation. La figure 5.5
présente les équilibres acido-basiques mis en jeu entre ces différents états et les valeurs associées des
constantes d’acidité (dans I’eau).

La figure 5.6 montre I'évolution des spectres d’absorption et de fluorescence d'une solution de
fluorescéine dans un milieu eau / acétonitrile (1/1) quand le pH passe de 5.5 a2 9.3. On observe que la
bande d’absorption vers 500 nm (Ayax d’absorption = 495 nm) croit quand le pH augmente. Il en est
de méme pour l'intensité de fluorescence vers 520 nm (Ax d’émission = 517 nm).

A partir de ces spectres on a déterminé la constante de I'équilibre entre I'état mono-anionique

(noté FH) et I'état di-anionique (noté F). K1e pK, associé vaut :

pkar/r=7.6+0.1

[k]. Les autres pKa ne se situant pas dans la gamme de pH qui nous intéresse n’ont pas été explorés.
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FIGURE 5.5 — Les différentes formes acido-basiques de la fluorescéine. Les pK, des équilibres acido-basiques sont

donnés dans l'eau. !

La fluorescéine est ainsi une sonde de pH adaptée qui suit le cahier des charges établi plus haut :
i. Elle est soluble dans un mélange eau / acétonitrile (1/1).
ii. Elle absorbe peu vers 350 nm et beaucoup vers 500 nm.

iii. Elle fluoresce a longueur d’onde élevée (Apax = 517 nm), soit largement au dessus de la lon-

gueur d’onde de I'excitation UV (365 nm).

iv. Elle a un rendement quantique de fluorescence élevé (environ 0.9 a 500 nm dans une solution
de soude 0.1 M). 70

v. Elle a un pK, (7.6) adapté a I'étude des variations de pH induites par les molécules TH, Cl; et
THSO4KCl;. En effet, I'étude potentiométrique des sauts de pH montre que le pH varie dans la
gamme 5-8, dans laquelle la variation de I'intensité de fluorescence de la fluorescéine est forte

(cf. voir figure 5.6).

vi. Elle est, de plus, commerciale, trés bon marché et peu toxique.

5.2.3 Nécessité d'un autre rapporteur fluorescent insensible au pH : la rhodamine B

On a vu dans le paragraphe 4.1.2 que la variation de I'absorbance de la molécule TH,Cl; lors de
I'isomérisation trans — cis induit une modification de I'effet de filtre interne : la lumiere UV traversant
I’échantillon est de moins en moins absorbée au fur et a mesure que les molécules de configuration
trans sont transformées en molécules cis. !

Ainsi, pour faire un suivi temporel du pH d’une solution de TH, Cl; illuminée a 365 nm, il n’est
pas possible d’utiliser uniquement la fluorescéine comme rapporteur de pH. En effet la variation du
signal de fluorescence est une composition de deux contributions :

— lavariation de la quantité de protons présents dans la solution;

— la modification de ’absorbance de la solution a 365 nm.

[1]. On rappelle que cet effet a d’ailleurs été utilisé pour déterminer les parametres cinétiques des réactions photochi-
miques de la plateforme en suivant la variation de 'intensité de fluorescence de la rhodamine B.
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FIGURE 5.6 — a Evolution du spectre d'absorption d'une solution de fluorescéine a 10 uM en fonction du pH.
pH=5.5,626.9 73 78 85 93. b Evolution du spectre de fluorescence de la méme solution excitée a 500 nm
en fonction du pH. pH = 6.2, 6.9, 7.3, 7.8, 8.5, 9.3. — Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide
borique, acide phosphorique'?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

Il est donc nécessaire de rajouter a la solution un autre indicateur fluorescent dont le suivi de
I'intensité de fluorescence nous renseigne uniquement sur la variation de l'intensité lumineuse au
sein de la solution due a la modification de I'absorbance lors de I'isomérisation. Cet indicateur doit

donc respecter un cahier des charges proche de celui établi pour la fluorescéine :
i. Etre soluble dans le mélange eau / acétonitrile (1/1).
ii. Absorber dans une gamme de longueurs d’onde ol le photo-acide n’absorbe pas.

iii. Fluorescer a une longueur d’onde largement supérieure a la longueur d’'onde de la lampe exci-
tatrice (365 nm) mais aussi fluorescer a une longueur d’onde différente de la fluorescéine pour
pouvoir acquérir les intensités de fluorescence des deux fluorophores sans changer d’échan-

tillon.

iv. Avoir un rendement quantique de fluorescence aussi grand que possible. Cela nous permettra

de I'introduire en petite quantité. ™
v. Ne pas étre sensible au pH dans la gamme considérée.

La molécule choisie est la rhodamine B déja utilisée précédemment (cf. paragraphe 4.1.2). Elle

répond en effet au cahier des charges pré-cité :
i. Elle est soluble dans le mélange eau / acétonitrile (1/1).
ii. Elle absorbe surtout autour de 550 nm et peu autour de 350 nm (voir figure 4.2 a).
iii. Elle émet principalement autour de 570 nm et peu vers 350 nm (voir figure 4.2 b).

iv. Elle a un rendement quantique généralement élevé (70 % dans I'éthanol a 25 °C). 1%

[m]. Cette condition est moins stricte que dans le cas du rapporteur de pH qui, introduit en trop grande quantité peut
niveler la variation de pH photo-induite. En effet, le rapporteur de I'intensité lumineuse n’est logiquement pas prototrope
au pH d’étude (voir dernier point du cahier des charges). Cependant pour simplifier I'exploitation des résultats, son absor-

bance doit étre petite devant 1 et on doit en conséquence l'introduire en petite quantité.
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v. Sonintensité de fluorescence est peu sensible au pH. La figure 5.7 montre la variation du spectre
de fluorescence de la rhodamine B dans un mélange acétonitrile / eau (1/1) a différents pH. En
comparant les figures 5.6 b et 5.7, on mesure que l'intensité de fluorescence de la fluorescéine
a Amax = 517 nm est multipliée d'un facteur 70 entre pH = 6.2 et pH = 9.3 alors que I'intensité de
fluorescence de rhodamine B a A5« = 574 nm est quasiment inchangée entre pH = 6.5 et pH =
9.6.

La rhodamine B semble donc particulierement adaptée a la mesure de la variation de 1'absor-
bance de la solution 4 365 nm. ™ On montre dans le paragraphe suivant que le rapport des intensités

de fluorescence de la fluorescéine et de la rhodamine B donne acces au pH du milieu.

7x10° =

I (a.u.)

1 1 1 1 1 1
0
540 560 580 600 620 640 660 680 700

A (nm)

FIGURE 5.7 — Evolution du spectre de fluorescence d'une solution de rhodamine B a 10 uM excitée a 500 nm
en fonction du pH. pH = 6.5, 7.2, 8.0, 8.7, 9.0, 9.6. — Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide
borique, acide phosphorique 129 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T=25°C.

5.2.4 Relation entre le rapport des intensités de fluorescence de la fluorescéine et de la

rhodamine B et le pH du milieu

On considere une solution contenant le photo-acide et les deux rapporteurs fluorescents :

— la fluorescéine (notée FH ou F selon I'état de protonation) ;

— larhodamine B (notée Rh).

D’apres I'équation 4.5, I'intensité de fluorescence de la rhodamine B (Irp) excitée a la longueur

d’onde d’excitation Ag et enregistrée a la longueur d’onde d’émission Agy est donnée par :

1- —-2.3 Aiot(A
Igh(AE, Arn) = krn F1(Ag, Arn) (1 — exp(—2.3 Agn(Ar))) Io(Ag) exp( toAE)) (5.2)
2.3 Atot(AE)

— le facteur de proportionnalité kgry, dépend de plusieurs parametres dont I’angle solide a travers
lequel I'appareil collecte la fluorescence, la bande passante des monochromateurs ou la sensi-

bilité de I'appareil ;

[n]. Notons cependant que l'intensité de fluorescence de la rhodamine B est fortement dépendante de la température

(environ 2 % par Kelvin). 172 1l est donc nécessaire de thermostater I'échantillon efficacement.
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— F(Ag, Arn) est I'intensité de fluorescence par photon absorbé a la longueur d’onde choisie de
fluorescence de la rhodamine B.
L'absorbance de la rhodamine B étant faible a la longueur d’onde d’excitation (365 nm) et la molé-
cule étant introduite en petite quantité, on peut développer I'expression 5.2 au premier ordre pour
obtenir :
1 —exp(—2.3 Aot(Ag))

Inp (Mg, A =2.3kgn Fy(Ag, A Agpp In(A 5.3
Rh(AE, ARN) Rh FA (AE, ARn) ARrn 1o (AE) 23 Ao (Ap) (5.3)

qui peut se ré-écrire sous la forme :

1- —2.3 Aiot(A
Irn(AE, ARn) = 2.3 kgnh Qrn (AE, Arn) [Rh] In(AE) eXp tot(78)) (5.4)
2.3 Aot (AE)

ol Qgrp (Ag, Agn) désigne la brillance de la rhodamine B a la longueur d’onde Agy, et [Rh] est la concen-
tration en rhodamine B.

De méme, pour la fluorescéine, on peut écrire 'expression de I'intensité de fluorescence a la lon-
gueur d’'onde Ar en fonction des concentrations en forme FH (de brillance Qg (Ag, Ar) 2 la longueur

d’onde Ag) et en forme F (de brillance Qg(Ag, Ag) alalongueur d’onde Ag) : (o]

1- —2.3 Aiot(A
Ier (e A) = 2.3 ki (Qer (e Ap) (FH] + Qg (A, Ap) [F]) Io(Ag) R T23 AotlAn) = o o)
2.3 Aot (Ag)

Le rapport des intensités de fluorescence aux deux longueurs d’'onde donne alors :

Irn(Ag, Ap) _ kp Qpu(Ag, Ap) [FH] + Qp(Ag, A) [F]

/ey (5.6)
IRn(AE, ARn)  krn Qrn(Ag, Agrn) [Rh]
En notant cgg la concentration totale en fluorescéine on a :
H* K.
[FH] = cpn # [F] = cp ot — (5.7)
[H*] + Karu/r [H*] + Kapn/r
Ce qui donne alors :
Irn(Ap, AF) _ [H*] [H* gy (5.8)
Ijn (AE, ARn) [H*] + Karn/r [H*] + Kapu/p '

ol Q = Qp(Ag, Ap)/Qru(Ag, Ap) et { est une constante qui ne dépend que des conditions expérimen-
tales et non de la concentration en protons. Il ne reste plus qu’a inverser I’expression 5.8 pour obtenir

le pH en fonction du rapport Igg(Ag, Ag)/ Ignh(Ag, ARn) :

(Q— Irn(Ag, AR)/ Innh (AE, Arn)
H=pKk. —lo (5.9)
P = PRarn/r—108 Ira(Ag, Ap) ! Igh (AE, ARn) — ¢

Les grandeurs ¢ et Q sont déterminées par calibration a pH fixé en milieu tamponné. Pour cela
on prépare une solution contenant le photo-acide et les rapporteurs fluorescents dans un mélange
de tampon aqueux et d’acétonitrile (1/1) a différents pH. Sous illumination a Ag, on enregistre les
intensités de fluorescence a Ag puis a Agp. Le rapport de ces deux intensités est ensuite porté en

fonction du pH et les données sont ensuite ajustées par 'équation 5.8.

[o]l. On suppose ici que la solution est excitée a la longueur d’onde Ay déja utilisée pour I'irradiation de la rhodamine B.

Cela n’est pas obligatoire mais correspond au protocole expérimental qui sera détaillé plus bas.
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5.2.5 Conditions opératoires générales
Choix des longueurs d’onde

On a montré ci-dessus que pour mesurer le pH de la solution par une méthode fluorimétrique, il
est nécessaire d’exciter les fluorophores a une longueur d’onde Ag, et de relever I'intensité de fluores-
cence a deux longueurs d’ondes différentes, I'une correspondant au signal de la rhodamine B (Agp) et

l'autre a la longueur d’onde de la forme déprotonée de la fluorescéine (Ag).

Lalongueur d’onde d’excitation Ag D’une part, elle est choisie aussi éloignée que possible de la lon-
gueur d’onde de la source lumineuse UV servant a isomériser le 2-hydroxyazobenzeéne. En ef-
fet, on souhaite comme dans la premiere partie, étre capable d’enregistrer la variation du pH
de la solution sans illumination UV (en particulier pour mesurer le pH initial ou le pH lors de
la relaxation thermique consécutive a l'irradiation UV). D’autre part, il faut choisir Ag au plus
proche des longueurs d’onde des maxima d’absorption de la fluorescéine (495 nm) et de la rho-

damine B (540 nm). La valeur de 500 nm est retenue.

Lalongueur d’onde d’émission A Elle est prise simplement au maximum d’émission de la forme F

c’est-a-dire a 517 nm.

Lalongueur d’'onde d’émission Ag;, Elle est prise simplement au maximum d’émission de rhoda-

mine B c’est-a-dire a 574 nm.

Notons que l'intensité lumineuse de I'excitation a 500 nm a été choisie la plus faible possible
(= 5 10710 Ei.s™! soit au moins deux ordres de grandeur plus faible que celle de la lampe UV) pour
éviter de perturber le systeme. [P Comme on le verra dans le chapitre 7, 'absorption des 2-hydroxy-
azobenzeéne n'est pas completement négligeable a 500 nm et une trop forte excitation lumineuse a
cette longueur d’onde complique les phénomenes observés.

A contrariol'intensité lumineuse de la diode UV doit étre grande (1.9 1077 Ei.s™h pour obtenir un

saut de pH d’amplitude maximal.

Montage optique

Le suivi optique de la variation du pH impose de se placer dans un fluorimetre. (4 Le montage
optique utilisé est quasiment le méme que celui mis en ceuvre lors de I'étude des parametres ciné-
tiques de TH,Cl; par la méthode de modulation fréquentielle utilisant la fluorescence comme ob-
servable (cf. paragraphe 4.2). L'excitation du 2-hydroxyazobenzene dans 'UV est obtenue grace a la
diode UV Nichia précédemment utilisée (mais ici alimentée par un courant continu). La fluorescéine
et la rhodamine B sont illuminées a Ag = 500 nm par la lampe a arc du fluorimetre. Les intensités de
fluorescence a Ag = 517 nm et Agy, = 574 nm sont enregistrées par le photo-multiplicateur de 'appa-

reil. N’étant pas équipé d’'un dispositif nous permettant d’acquérir les intensités de fluorescence sur

[p]. Cette remarque renforce I'intérét d’utiliser des rapporteurs fluorescents ayant les rendements quantiques les plus

élevés possibles.
[q]. Il n'est donc pas ici possible de réaliser une expérience a I'échelle d'un bécher comme on l'a fait précédemment. La

solution de photo-acide doit étre placée dans une cuvette en quartz de quelques millilitres de volume.
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deux canaux simultanément, deux acquisitions successives aux deux longueurs d’onde ont donc été
effectuées lors de deux expériences identiques.
La figure 5.8 montre le schéma du montage ainsi qu'une photographie légendée de I'intérieur du

fluorimetre.

Lampe a Lampe é arc

arc

vers le
détécteur

PM du
fluorimétre cuvette

diode UV

UV diode

FIGURE 5.8 — Gauche : schéma du montage optique réalisé au sein du fluorimeétre de sorte a exciter le 2-hydroxy-
azobenzene a 365 nm avec une diode UV et les fluorophores a 500 nm avec la lampe a arc du fluorimeétre. Les
intensités de fluorescence sont recueillies a 517 nm et 574 nm par le photo-multiplicateur (PM). Droite : photo-

graphie de lintérieur du fluorimetre correspondant au schéma.

5.2.6 Résultats expérimentaux pour TH,Cl,;

Les résultats présentés ci-dessous ont été obtenus avec une solution de 2 mL de TH,,Cl; a 105 uM
contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange de solvant
aqueux (tamponné lors de la calibration et non tamponné lors de 'expérience de saut de pH) et
d’acétonitrile (1/1). L'échantillon est irradié en continu a 500 nm et soumis a un échelon lumineux
délivré par la diode UV a 365 nm comme présenté sur la figure 5.1. Les intensités lumineuses sont

enregistrées a 517 et 574 nm comme précisé ci-dessus.

Calibration

La calibration a pour but de déterminer les valeurs de Q et de . Ces grandeurs étant dépendantes
de la longueur d’onde de la lumiere excitatrice (Ag), la calibration doit étre réalisée a la fois a 500 nm
(pour déterminer le pH lors des phases 1 et 3 de la figure 5.1) mais aussi sous illumination conjointe
a500 nm et a 365 nm (pour déterminer I’évolution du pH pendant la phase 2).

La figure 5.9 montre les tracés du rapport Igg(Ag, Ag)/ Ign(AE, Agn) d’une solution contenant le
2-hydroxyazobenzéne et les deux rapporteurs fluorescents dissous dans un mélange tampon Britton-
Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique 2 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) en fonc-
tion du pH. La solution est illuminée soit uniquement a 500 nm (courbe a) soit illuminée conjointe-
ment a 500 nm et 365 nm (courbe b). L'ajustement des deux courbes par I'équation 5.9 donne une
valeur de pKyrn/p = 7.6+0.1 en accord avec la valeur trouvée lors des dosages spectrophotométriques

et fluorimétriques présentés sur la figure 5.6.
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FIGURE 5.9 - Courbes de calibration : rapport des intensités de fluorescence a 517 nm et 574 nm en fonction du
pH d’'une solution de 2 mL de TH,Cl; a 105 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a
10 nM - Mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) /
acétonitrile (1/1). a : Illumination a 500 nm seulement (d’intensité ~ 5 10710 Ei.s™'). b : Illumination conjointe
@ 365 nm (d'intensité 1.9 107 Ei.s™') et 500 nm (d’intensité ~ 5 10710 Ei.s™!). Carrés et triangles noirs : données

expérimentales; trait plein : ajustement par I'équation 5.9. T=25°C.

Obtention d’'un saut de pH

Un échantillon contenant TH,Cl; a 105 uM, de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a
10 nM dissous dans un mélange d’eau (non tamponnée) et d’acétonitrile (1/1) a ensuite été placé
dans le fluorimeétre. Il est soumis 4 I’échelon lumineux 4 365 nm (d’intensité 1.9 10~7 Ei.s~1) décrit sur
la figure 5.1 tout en étant continuellement éclairé & 500 nm (avec une intensité ~ 5 107* Ei.s™1).

La figure 5.10 montre les variations temporelles des intensités de fluorescence de la fluorescéine

a517 nm (Igg (Ag, Ap), courbe a) et de la rhodamine B a 574 nm (Ign (Ag, Agrn), courbe b).

— Phase 1 : les deux intensités de fluorescence restent constantes car |'éclairement est homogeéne
et le pH invariant.

— Allumage de la diode : les deux intensités de fluorescence augmentent trés fortement immé-
diatement apres 'allumage de la diode UV. En effet, méme si les rapporteurs fluorescents ab-
sorbent peu vers 365 nm, la diode UV est environ 500 fois plus puissante que la lampe a arc
ainsi réglée ce qui génere une fluorescence de tres forte intensité.

— Phase 2 : 'intensité de fluorescence de larhodamine B augmente de maniere monotone jusqu’a
un plateau. Cette évolution est liée a la diminution de I’absorbance totale de la solution lors de
I'isomérisation cis—trans du 2-hydroxyazobenzéne (voir équation 5.2 et le paragraphe 4.1.3).
A contrario, la variation de I'intensité de fluorescence de la fluorescéine n’est pas monotone :
elle commence par diminuer pour remonter ensuite et atteindre un plateau. Elle dépend d'une
part, de 'absorbance totale de la solution comme c’est le cas de la rhodamine B et d’autre

part, de la diminution du pH de la solution. Ainsi, on voit dans I'équation 5.6 que le terme

2.3 Aot (Ag)

terme Qpn(Ag, Ap) [FH] + Qp(Ag, Ap) [F] décroit puisque 'acidification du milieu augmente la

croit avec le temps (puisque I'absorbance diminue avec le temps) mais que le
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FIGURE 5.10 — Evolution temporelle des intensités de fluorescence enregistrées a 517 nm (Igg(Ag, Ap), courbe a)
eta 574 nm (Igp(Ag, Agn), courbe b). Solution de 2 mL de TH2013 a 105 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM
et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1) dégazée pendant 5 min par barbotage de
diazote. Les zones sombres indiquent les durées pendant lesquelles U'excitation lumineuse est due uniquement a
la lampe & arc du fluorimétre & 500 nm (d'intensité ~ 5 1071° Ei.s™!). La zone claire indique la durée pendant
laquelle l'excitation a 365 nm (d’intensité 1.9 1077 Ei.s™Y) a lieu (se superposant ainsi a l'excitation a 500 nm).

Lencadré le la figure b est un zoom. T =25°C.

quantité de FH non fluorescent au détriment de F tres fluorescent. L'évolution de I'intensité
de fluorescence de la fluorescéine est donc une combinaison non triviale de ces deux phéno-
menes.

- Extinction de la diode UV : les intensités de fluorescence chutent brutalement a des valeurs
inférieures aux valeurs initiales. Maintenant que seule I'excitation a 500 nm demeure, I'effet de
I'absorbance totale de la solution sur les intensités de fluorescence est faible et seul la variation
du pH a un effet. Compte tenu du fait que I'intensité de fluorescence de la fluorescéine est plus
faible que sa valeur initiale, on en déduit que le pH du milieu est plus faible que le pH initial.
Lintensité de fluorescence de la rhodamine B est aussi plus basse que la valeur initiale, ce qui
peut s’expliquer par une absorbance a 500 nm légerement plus forte dans I'état photostation-
naire que dans I'état initial due a la présence d’isomere C (voir figure 4.16).

— Phase 3 : les deux intensités de fluorescence remontent jusqu’a leurs valeurs initiales. En ef-
fet, le systeme relaxe thermiquement jusqu’a I'état d’équilibre thermique. L'augmentation du
signal de fluorescence de la fluorescéine est principalement due al’augmentation du pH du mi-
lieu. La légére remontée du signal de la rhodamine B est la conséquence de la légere diminution

de I'absorbance totale de la solution lors de la conversion C—TH (voir figure 4.16).

Les intensités de fluorescence des deux rapporteurs sont ensuite divisées I'une par 'autre. La
figure 5.11 a montre I'évolution temporelle de la fonction Igy(Ag, Ap)/Ign(AE, Arn). En accord avec
I'équation 5.8, ce rapport ne dépend que de la concentration en protons (et non plus de I'absorbance
de la solution ou de l'intensité d’éclairement). Les variations de cette fonction sont donc logiquement

monotones dans chaque phase :
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FIGURE 5.11 - a : Evolution temporelle du rapport des intensités de fluorescence a 517 nm et a 574 nm
(IrrAg, AR Ipn(AE, Arp)). b : Evolution temporelle du pH aprés conversion en utilisant I'équation 5.9 et les cali-
brations présentées figure 5.9. Solution de 2 mL de TH,Cl, a 105 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la
rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1) dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote.
Les zones sombres indiquent les durées pendant lesquelles I'excitation lumineuse est due uniquement a la lampe
a arc du fluorimetre a 500 nm (d'intensité =~ 5 10~'° Ei.s™!). La zone claire indique la durée pendant laquelle

Pexcitation a 365 nm (d'intensité 1.9 107 Ei.s™') a lieu (se superposant ainsi a Uexcitation i 500 nm). T = 25°C.

— Phase 1 : le rapport des intensités est constant puisque le pH du milieu est constant.

— Allumage dela diode : juste apres ’allumage, la fonction varie brutalement. Cela est di, comme
précédemment, a la modification brutale de I'éclairement.

— Phase 2 : le rapport décroit de maniere monotone. Grace a la division par I'intensité de fluores-
cence de la rhodamine B, on s’est affranchi de I'effet de I'absorbance de la solution. La diminu-
tion observée n'est due qu’a la baisse du pH du milieu (relayée ici par la baisse de I'intensité de
fluorescence de la fluorescéine).

— Extinction de la diode UV : L'éclairement de la solution est a nouveau brutalement modifié, ce
qui entraine une nouvelle discontinuité.

— Phase 3 : I'évolution est croissante monotone puisque le pH remonte jusqu’a sa valeur initiale.

Le rapport des intensités de fluorescence est ensuite converti en pH par I'intermédiaire des cali-
brations dans I'UV et dans le visible présentées sur la figure 5.9. La figure 5.11 b montre ainsi le tracé
de I'évolution du pH en fonction du temps.

Contrairement a la courbe d’évolution des rapports d’intensités de fluorescence, on note que
le pH est une fonction continue du temps. Leffet des changements brutaux d’éclairement est donc

gommé par les calibrations.

Analyse du saut de pH

Comme précédemment, on peut comparer les temps de descente et de remontée avec ceux déri-

vés des parametres cinétiques connus.

149



CHAPITRE 5. SAUTS ET OSCILLATIONS DE PH PHOTO-INDUITS

Temps de remontée : estimé a environ 80 s sur la figure 5.2.
Ce temps est lié au temps caractéristique de la réaction thermique cis—trans au pH considéré. En
considérant un pH moyen de 7.4, la figure 3.11 nous indique que la constante de vitesse du processus
de retour thermique (ké_}T(pH =7.4)) est de I'ordre de 0.6 min~! (soit 1.0 1072 s~ 1). Le temps carac-
téristique associé est donc de 'ordre de 100 s, en assez bon accord avec le temps caractéristique de

remontée du pH observé sur la figure 5.11 b.

Temps de descente : estimé a environ 12 s sur la figure 5.2.
En considérant un pH moyen de 7.4 comme précédemment, les équations 4.17 et 4.18 permettent

d’obtenir des estimations des sections efficaces :
ex¢r_c(PH=7.4,365nm) =290 M~'.cm™

eg¥c_+(PH=7.4,365nm) =225 M'.cm ™"

En utilisant ensuite les équations 3.19 a 3.22 et en considérant une absorbance moyenne a 365 nm de
= 0.9, on obtient :

kY ~27107%s7
T—C

Y =211072%67!
C—-T

v

La somme des constantes de vitesses thermiques et photochimiques k;l c +k" _+k% _vautdonc

C—-T C-T
approximativement 2.7 1072 +2.1 1072+ 1.0 1072 = 5.8 1072 s~ ! soit un temps caractéristique de 17 s

—

en bon accord avec le temps caractéristique estimé sur la figure 5.11.

Comme lors du suivi potentiométrique, les valeurs du pH initial et du pH a I'état photostation-
naire (7.9 et 6.9 respectivement) ne correspondent pas aux valeurs attendues expérimentalement (6.7
et 5.5 respectivement). Le paragraphe suivant présente une simulation numérique permettant de pro-

poser des pistes pour justifier cette déviation. !

5.2.7 Modélisation numérique

Les temps caractéristiques de variation du pH extraits de I'expérience de saut de pH présen-
tée dans les figures 5.2 (mesure potentiométrique avec TH,Cl,), 5.3 (mesure potentiométrique avec
THSO4KCl,) et 5.11 (mesure fluorimétrique avec TH, Cl3) sont en bon accord avec les ordres de gran-
deur obtenus a partir des parametres cinétiques déterminés dans les chapitres précédents. Cepen-
dant, dans aucun de ces exemples nous n’avons été capables de justifier précisément pourquoi les
valeurs extrémales de pH obtenues expérimentalement sont toujours plus basiques que les valeurs
attendues théoriquement. Dans cette partie, on se propose donc d’étudier numériquement la varia-
tion théorique du pH sous illumination en utilisant tous les parameétres physicochimiques a notre

disposition. [

[r]. Lannexe 5.B montre que I'amplitude du saut de pH peut étre ajustée par le choix de I'intensité lumineuse appliquée

al’échantillon.
[s]. Cette étude est menée uniquement sur la molécule TH, Cl, car les données relatives a THSO4KCl, ne sont pas toutes

connues avec précision.

150



5.2. SAUT DE PH : MESURE FLUORIMETRIQUE

Toutes les simulations numériques ont été réalisées par Raphaél PLASSON, al’époque post-docto-
rant a Nordita (Suede). La description précise des méthodes de calcul utilisées, la liste des réactions
considérées et les valeurs des parameétres physico-chimiques utilisés peuvent étre trouvées dans I'ar-
ticle 2-Hydroxyazobenzenes to Tailor pH Pulses and Oscillations with light'%* fourni dans 'annexe D

(page S26 a S28). Dans ce manuscrit, nous relatons uniquement les résultats obtenus.

a 8.0

7.5

7.0

7.4

pH
pH

6.5

6.0
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FIGURE 5.12 — Données expérimentales : évolution temporelle du pH relevée par étude fluorimétrique d’'une so-
lution de 2 mL de TH,Cl; a 105 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM dans un
mélange eau / acétonitrile (1/1) dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote. Les zones sombres indiquent les
durées pendant lesquelles l'excitation lumineuse est due uniquement a la lampe a arc du fluorimétre a 500 nm
(d’intensité =~ 510710 Ei.s™!). La zone claire indique la durée pendant laquelle U'excitation a 365 nm (d'intensité
1.91077 Ei.s™!) a lieu (se superposant ainsi a l'excitation a 500 nm). T=25°C. a : Pointillés : ajustement 1 ; tirets :
ajustement 2. b : Ligne : ajustement 3; tirets : ajustement 4.

Les simulations numériques effectuées ont pris en compte de nombreux parametres :

— les parametres thermodynamiques et cinétiques associés aux processus d’interconversion entre
les différents états de la molécule TH, Cl; (expérimentalement déterminés dans les chapitres 3
et4d);

— les parametres thermodynamiques et cinétiques associés aux réactions mettant en jeu le di-

oxyde de carbone (dérivés de la littérature '3

ou ajustés numériquement) ;
— l'existence éventuelle d'impuretés qui peuvent modifier, d'une part, les valeurs du pH initial et
du pH final attendus théoriquement et, d’autre part, la cinétique des réactions thermiques et

photochimiques.
Simulation de I'expérience de la figure 5.11
La premiere expérience de saut de pH a avoir été simulée numériquement est celle qui est suivie

par fluorimétrie. En effet, on a vu que cette méthode de mesure du pH est plus précise que la méthode

potentiométrique car sa résolution temporelle est largement supérieure.
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Plusieurs expériences numériques ont donc été réalisées en corrigeant itérativement les para-

metres de sorte a reproduire au mieux les données expérimentales de la figure 5.11.

1. On a d’abord considéré une solution contenant uniquement TH2Cl3 (a la concentration de
105 pM), la fluorescéine (a la concentration de 10 nM) et la rhodamine B (a la concentration
de 10 nM). En utilisant les parametres thermodynamiques et cinétiques de TH,Cl;, les valeurs
expérimentales du volume de la solution et de I'intensité d’éclairement, nous avons tracé I’évo-
lution du pH théorique en fonction du temps (ajustement 1 (pointillés) surla figure 5.12 a). ! Le
pH théorique initial est de 6.7 et le pH théorique a I'état photostationnaire vaut 5.5 (en accord
avec notre évaluation du paragraphe 5.2.6). Comme on I'a déja fait remarquer, ces valeurs sont
trop acides par rapport a ce qui est expérimentalement observé. Nous avons donc supposé que

des impuretés basiques pouvaient étre présentes en faible quantité dans le milieu.

2. Pour vérifier la pertinence de cette hypothése, nous avons ajouté 3 uM d’ions hydroxyde a la
simulation de sorte a ajuster le pH initial théorique a la valeur initiale expérimentale. L'ajuste-
ment 2 (tirets) de la figure 5.12 a montre le résultat obtenu. La simulation prédit maintenant un
saut de pH de plus de 2 unités alors que le pH de I'expérience ne varie que d'une unité. En effet,
les ions hydroxydes sont des bases fortes et la variation de leur concentration par échange de

proton avec les CH photo-générés induit logiquement une forte variation du pH du milieu.

3. Pour corriger la simulation, nous avons donc abandonné les ions hydroxydes au profit d'une
base faible non déterminée qui peut agir comme un tampon et diminuer ainsi 'amplitude du
saut de pH. L'ajustement 3 (ligne) de la figure 5.12 b montre I'évolution du pH simulée en consi-
dérant que le pK, de la base faible vaut 7.5 et qu’elle est introduite a la concentration totale de
71 uM (20 uM pour 'acide et 51 uM pour la base conjuguée). Plus spécifiquement, ce résultat
est compatible avec la présence de traces d’'ions H,CO,3 et HCO; . Ces deux especes peuvent

étre des reliquats issus du dégazage incomplet de la solution (cf. annexe 5.A).

4. Méme si I'ajustement 3 (ligne) reproduit globalement bien les données expérimentales, il est
possible de se rapprocher encore plus de la réalité. En effet, lors de I'illumination UV, le pH
expérimental commence par varier trés vite puis cette variation ralentit rapidement apres. Ce
retard peut étre expliqué par la lenteur de la réaction entre CO,, dissous et H,CO,.'%%1"* En

ajoutant au modele les réactions relatives aux especes carbonatées Ul on obtient une meilleure

corrélation avec les données expérimentales comme le montre 1'ajustement 4 (tirets) de la fi-

gure 5.12b. Nous avons pu extraire les valeurs des constantes des réactions CO,+H,0 = HCO4 +

H* et H,CO; = HCO; +H™" et nous trouvons 4.2 et 7.2 respectivement. Ces valeurs sont une

unité plus hautes que les données dans 'eau, ce qui est en accord avec la formation d’espéces

chargées lors de la réaction d’ionisation, rendue plus difficile dans le mélange eau / acétonitrile

qui est moins polaire que I'eau. 166

[t]. Une éventuelle perturbation parl’acidité de la fluorescéine a été envisagée. Apres avoir vérifié que les résultats étaient

inchangés, I'acidité de la fluorescéine a finalement été négligée.
[u]. etenne considérant pas que les réactions sont a I'équilibre thermodynamique (en particulier celle entre CO, dissous

et H2C03).
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Simulation de 'expérience de la figure 5.2

Nous avons ensuite tenté de reproduire numériquement la variation de pH obtenue par suivi po-
tentiométrique (figure 5.2). Les parametres issus de la simulation précédente ont été ré-employés et

les conditions opératoires (volume, concentration, intensité lumineuse) modifiées en conséquence.

0 50 100 150 200 250 300

t(s)

FIGURE 5.13 - Evolution temporelle du pH mesuré a l'aide d'un pHmetre et d'une électrode combinée plongeant
dans une solution de 6 mL de TH,Clza la concentration de 220 uM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La so-
lution est soumise & un pulse lumineux a 365 nm d’'une durée det = 30 s et d’une puissancede Iy = 1.2 107° Ei.s™!.
La solution a été dégazée en continu par barbotage de diazote. T = 25°C. La zone claire indique la durée pendant
laquelle I'excitation a 365 nm a lieu. La zone foncée signale les durées pendant lesquelles I'échantillon n'est pas

illuminé. Ligne : données expérimentales; tirets : ajustement numérique.

Lajustement de la figure 5.13 montre que 'amplitude du saut de pH calculée numériquement
est satisfaisante (la simulation donne 1.6 unité de pH alors qu’on observe 1.8). Cependant, I'évolu-
tion temporelle du pH est moins bien simulée dans ces mémes conditions (en particulier sous illu-
mination). Deux arguments peuvent venir justifier I'écart entre les données simulées et les données

expérimentales :

i. I'expérience n'a pas lieu dans les mémes conditions de dégazage (qui sont difficilement repro-
ductibles). 11 est donc possible que la quantité d’espéces carbonatées soit différente dans les

deux expériences;

ii. laréponse temporelle de I'électrode de verre est trop lente pour reproduire parfaitement 'évo-
lution du pH. Ceci est particulierement vrai pendant I'irradiation UV, ol le temps de variation
du pH est de 'ordre de grandeur du temps de réponse de I'électrode (quelques secondes). A
contrario, la phase de relaxation thermique est logiquement mieux reproduite par les données

simulées.
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5.2.8 Comparaison de la méthode potentiométrique et de la méthode optique de mesure
du pH

On a vu dans cette partie qu’il est possible de suivre le pH d’une solution par une méthode op-
tique basée sur I'enregistrement de I'intensité de fluorescence d’'une sonde de pH fluorescente. Cette
méthode peut répondre a plusieurs inconvénients de la méthode potentiométrique évoqués a la fin
dela partie 5.1:

- La méthode n’est pas invasive. Aucune sonde physique (comme une électrode) ne doit étre

introduite au cceur du systéme pour accéder au pH.

— La résolution spatiale de cette technique est largement plus grande que celle de la méthode
potentiométrique. On verra dans le chapitre 7 qu'il est possible de suivre le pH d’'une solution
d’un volume de I'ordre de la centaine de nano-litres. [/

- Larésolution temporelle est largement meilleure que celle de la méthode pHmétrique. En effet,
la vitesse de réponse de la sonde fluorescente n’est limitée que par le temps de diffusion des

espeéces chimiques. V!

A contrariola méthode fluorimétrique que I'on a utilisée présente aussi quelques inconvénients :

— Il est nécessaire de faire le suivi de l'intensité de fluorescente a 517 et a 574 nm lors de deux
expériences identiques alors qu'une seule expérience suffit avec la méthode potentiométrique.
Pour pallier ce probleme, il pourrait étre intéressant de concevoir un dispositif optique permet-
tant d’acquérir les deux signaux simultanément.

— Lutilisation d'une sonde pour déterminer le pH et d’'une autre pour corriger de 'intensité d’ex-
citation n’est pas pratique. En particulier, il est nécessaire de travailler avec exactementle méme
rapport de concentrations entre les deux sondes lors des expériences de calibration et lors des
expériences en milieu non tamponné. Il pourrait donc étre plus pratique d’utiliser un indicateur
de pH fluorescent ratiométrique (comme le C.SNARF ou la molécule PYMPON de la figure 5.4).
Les deux formes acido-basiques de ce type de rapporteur émettent a des longueur d’onde dif-
férentes. Le rapport des intensités de fluorescence aux deux longueurs d’onde est indépendant
de I'éclairement lumineux et de la concentration en sonde, rendant ainsi I’exploitation des ré-
sultats plus aisée.

— On introduit d’autres especes que le photo-acide dans le milieu qui peuvent perturber le sys-
téme (en milieu biologique cela pose des problémes de co-localisation des sondes fluorescentes
et du photo-acide). Pour pallier ce probleme, il faudrait concevoir un photo-acide lui-méme

fluorescent (et dont l'intensité de fluorescence dépende du pH). ¥

Dans la partie suivante la résolution temporelle de la méthode optique va étre mise en ceuvre pour

étudier des modulation périodiques du pH d'une solution.

[v]. En utilisant une excitation bi-photonique, il est méme possible d’explorer des volumes de I'ordre du femtolitre. 43
[w]. Lessondes de pH fluorescentes sont choisies de sorte a ce que toutes les réactions acido-basiques mises en jeu soient

limitées par la diffusion.
[x]. Avec une telle molécule, la modification du pH peut cependant étre nivelée par la présence d’'une espece acido-

basique (la partie « rapporteur fluorescent ») nécessairement a la méme concentration que la partie « photo-acide ».
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5.3 Oscillations de pH

Comme on I'a expliqué dans la partie 4.2, il est possible de déterminer les parameétres cinétiques
d’un systeme en étudiant sa réponse a une perturbation périodique. En particulier, une modulation
périodique du pH peut permettre d’étudier un systéme sensible a la concentration en protons. Dans
la littérature, ce type d’expérience a été réalisée soit en introduisant des solutions acides et basiques
dans un réacteur ouvert de sorte a faire osciller le pH du milieu, ? soit, plus couramment, en utilisant
des oscillateurs de pH (voir ci-dessous).

Apres avoir identifié les limites de ces oscillateurs, on se propose, dans cette partie, de montrer
que lamolécule THSO4KCl; permet de réaliser des oscillations périodiques de pH photoinduites per-

mettant de dépasser ces limites.

5.3.1 Les oscillateurs de pH dans la littérature

Un oscillateur de pH est un systéme siege d'un ensemble de réactions chimiques conduisant a
des modifications périodiques et spontanées du pH. Si la découverte du premier systéme capable
de faire osciller spontanément le pH est récente (1985'7°), le nombre de nouveaux systémes s'est

rapidement accru. 76 I

oscillateur de pH de loin le plus étudié et le plus utilisé est basé sur la réaction

de Landolt impliquant les ions bromate, sulfite et ferrocyanure en systéme ouvert. Le mécanisme du

processus est complexe mais peut étre simplifié en considérant séparément les deux phénomenes les

plus importants : 177

- Loxydation des ions hydrogénosulfites par les ions bromates : BrO; +3 HSO; — Br~+3 SO f‘ +

4H™ qui est un processus auto-catalytique de production de protons.

— Loxydation desions ferrocyanures par les ions bromates : BrO; +6 Fe(CN),~ — Br~+6 Fe(CN)g™ +

3H,0 qui consomme les protons.

Cette réaction (et quelques autres apparentées) a trouvé des applications tres variées dans la lit-
térature. Ainsi une réaction d’oscillation de pH a été utilisée pour modifier spontanément la confor-
mation d’'un brin ’ADN'7® ou pour produire, en combinaison avec des réactions de complexation
et de précipitation, des sauts de concentration en ions calcium et aluminium.'”® Des applications
bio-mimétiques ont aussi été développées dans lesquelles les oscillateurs de pH jouent le role de
source de protons pour commander le mouvement d'un muscle synthétique a base de co-polymere
a blocs '8 ou pour délivrer périodiquement un principe actif a travers une membrane. '8!
Cependant, ces oscillateurs de pH basés sur des systémes rédox présentent plusieurs défauts :

— Les périodes des oscillations sont généralement tres grandes (souvent plusieurs milliers de se-
condes) méme si des systémes moins lents commencent a faire leur apparition. 2 Il n’est donc
pas possible d’utiliser ces systemes pour des applications rapides.

- Les molécules utilisées sont souvent des espéces réactives (BrO4 est un oxydant puissant) qui
sont peu adaptées aux systemes chimiques fragiles ou aux systemes biologiques. Ici encore, de

nouveaux oscillateurs basés sur des molécules organiques moins agressives émergent. 182183

[yl. Les cinétiques des réactions mises en jeu sont telles que le premier phénomene a le temps de se terminer avant que

le second ne commence.
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— II est nécessaire de travailler en systéme ouvert, ce qui diminue les résolutions temporelle et
spatiale.

- Iln'est pas possible de controler facilement la phase des oscillations.

5.3.2 Conditions opératoires
Systeme d’étude

Seule la molécule TH803KC13 a été étudiée dans cette partie. C’est en effet, la molécule de la série
THXCI, la mieux adaptée a la modulation périodique du pH a fréquence élevée puisque sa cinétique
de retour thermique est parmi les plus rapides. Elle est, de plus, soluble dans le mélange eau / acéto-
nitrile (1/1) @,

Montage optique et acquisition

La réalisation d’'une modulation périodique du pH a fréquence élevée impose d’étre capable de
suivre I’évolution du pH avec une méthode de mesure possédant une résolution temporelle élevée.
La méthode optique est donc logiquement privilégiée par rapport a la méthode potentiométrique
(voir 5.2.8). Elle impose de se placer dans un fluorimetre avec lequel on enregistre les intensités de
fluorescence de la fluorescéine et de la rhodamine B au cours de deux expériences identiques succes-
sives.

Le montage est globalement le méme que celui de la figure 4.2.3 dans la partie 4.2. L'excitation lu-
mineuse UV est générée par la diode UV alimentée par une source périodique de courant (provenant
du générateur de signaux utilisé dans la partie 4.2). Cependant, comme 1I’échantillon est continuel-
lement illuminé par la lumiere UV (variable mais jamais nulle), il n’est pas nécessaire de l'irradier a

500 nm conjointement.

5.3.3 Oscillations obtenues
Excitation sinusoidale

Léchantillon contenant le photo-acide est initialement irradié a 'intensité moyenne I, constante.
Une fois qu'il a atteint I’état photostationnaire, ! la modulation sinusoidale (de la forme I = I (1 +
Bsinwt)) est déclenchée. La figure 5.14 a présente I'évolution des intensités de fluorescence de la
fluorescéine et de la rhodamine B pour une solution de THSO4KCl; a 300 uM contenant de la fluo-
rescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La pulsation
de la modulation est de w = 210 mHz et son amplitude vaut § = 0.9 autour d'une intensité moyenne
de Ip=1.61077 Ei.s™ 1.

On observe que :

i. le signal de la rhodamine B est sinusoidal et est en phase avec I'intensité lumineuse. En effet,

la valeur de l'intensité de fluorescence de la rhodamine B est linéairement reliée a I'intensité

lumineuse (en négligeant au premier ordre la contribution de la variation de I’absorbance).

la]. Contrairement au composé THNO,Cl, plus rapide mais dont la solubilité dans ce méme milieu est médiocre.
[b]. Ce qui est vérifié par le controle de I'intensité de fluorescence a 517 nm.
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FIGURE 5.14 - a Evolution temporelle des intensités de fluorescence enregistrées a 517 nm (Ipg(Ag, Ap), ligne) et

a 574 nm (Ipp(AE, ARn), tirets). b : Evolution temporelle du rapport des intensités de fluorescence a 517 nm et a
574 nm (Ipg(Ag, AP Ip(Ag, Agn)). Solution de THSO4KCly a 300 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et

dant 5 min

égazée pen

z

de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La solution a été d

par barbotage de diazote. Lexcitation lumineuse a 365 nm (pointillés) est de la forme I = Iy (1 + fsinwt) avec

Ip=1610""Eis!, B

0.9 etw=210 mHz. T=25°C.
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ii. le signal de la fluorescéine est périodique mais pas sinusoidal. On observe de plus un dépha-
sage net avec le signal de I'intensité lumineuse. Comme dans la partie 5.2.6, la variation de I'in-
tensité de fluorescence de la sonde de pH dépend conjointement du pH du milieu (qui tend a
diminuer I'intensité de fluorescence de la fluorescéine quand l'intensité lumineuse augmente)
et de 'éclairement (qui tend a augmenter l'intensité de fluorescence de la fluorescéine quand
I'intensité lumineuse augmente). L'étude de la variation de cette intensité de fluorescence est

donc non triviale.

La figure 5.14 b montre le rapport entre les deux intensités de fluorescence. Grace a la correc-
tion par le signal de la rhodamine B, ce rapport est une fonction périodique de méme période que
I'excitation et en phase avec elle.
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FIGURE 5.15 - Fvolution temporelle du pH (ligne) obtenue (aprés calibration) a partir de I'évolution du rapport
des intensités de fluorescence a 517 nmet a 574 nm (Igg(Ag, Ap)/ Ipn(AE, Agrp)). Solution de THSOsKCls a 300 uM
contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La
solution a été dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote. Lexcitation lumineuse a 365 nm (pointillés) est
de la forme I = Iy (1 + Bsinwt) avec Iy =1.6 1077 Ei.s™', =0.9 etw = 210 mHz. T=25°C.

Le pH de la solution est ensuite extrait par calibration a 365 nm (reliant le pH au rapport des
intensités de fluorescence). La figure 5.15 montre I’évolution du pH en fonction du temps.

On remarque que la variation du pH est périodique a la méme période que I’excitation mais pas
sinusoidale. Son amplitude est d’environ 0.4 unités de pH et elle est globalement en phase avec le
signal de I'intensité lumineuse. Une quinzaine d’oscillations de méme amplitude ont été obtenues,
ce qui montre la robustesse de la plateforme 2-hydroxyazobenzene.

Cependant, cette modulation de pH est difficile a analyser plus en avant car le modeéle de varia-
tion sinusoidale proposé dans la partie 4.2.2 n’est pas adapté a une modulation lumineuse de forte
amplitude. On se propose donc de reproduire I'’expérience en se placant dans le cas d'une faible per-

turbation lumineuse. [

[c]. D’autres types d’illuminations périodiques non sinusoidales ont été expérimentées comme I'excitation triangulaire

présentée en annexe 5.C.
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Cas d’'une faible perturbation lumineuse

Léchantillon irradié estidentique a celui utilisé dans le paragraphe précédent (solution de THSO4KCl,
a 300 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau /
acétonitrile (1/1) ayant été dégazée par barbotage de diazote).

Lintensité lumineuse appliquée est toujours de la forme I = I (1 + Bsinw?). La pulsation de la
modulation est inchangée (w =210 mHz) mais son amplitude été diminuée a § = 0.4 [l qutour d’une
intensité moyenne de Iy = 7.2 1078 Ei.s ™!,

6

1.00x10" 1.0x10
0.95 = 'l i : N - N ' : . .
: 0.8
0.90 -
. |'|'|_
~—~ 2 —0.6
0.85 [ = e
s i
—_ >
+I ('a
T 080 —Hoa Q.
>
[72)
0.75 |- b
—0.2
0.0

0.65

0 100

200

300

400

500

t(s)

FIGURE 5.16 — Evolution temporelle de la concentration en protons (points) obtenue par suivi fluorimétrique
d’'une solution de THSO4KCl; a 300 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine B a 10 nM
dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La solution a été dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote.
Lexcitation lumineuse i 365 nm (pointillés) est de la forme I = Iy (1 + Bsinwt) avec Iy =7.2 1078 Ei.s™', = 0.4
etw =210 mHz. T=25°C.

La figure 5.16 présente I'évolution de la concentration en protons au cours du temps. ¢! Elle varie
entre 0.76 10’ mol.L™! (pH = 7) et 0.94 10~ mol.L™! (pH = 7.2) avec un déphasage de 0.4 rad par
rapport au signal de I'intensité lumineuse.

Pour établir un modele théorique permettant d’analyser ces données plus en avant, on va consi-
dérer que dans la gamme de pH (7 - 7.2) les espéces majoritairement présentes sont TH et CH.

Dans le cadre d'une faible perturbation lumineuse, on peut considérer, comme dans le para-
graphe 4.2.2, que les constantes de vitesse des réactions photochimiques s’écrivent comme précisé

par les équation 1s4.21 et 4.22:
khv (1) khvo a .
CH—TH CH—TH esin(wt)) (5.10)

k%v{_,CH(t) = k{‘ﬁicﬂ(l +esin(wt)) (5.11)

[d]. Cette amplitude de perturbation est supérieure a la valeur de 0.1 habituellement envisagée pour se placer dans un ré-
gime de faible perturbation. Cependant, en choisissant une amplitude plus petite, nous n’avons pas été capables d’observer

de variations significatives du pH.
[e]. On a choisi de tracer I'évolution de [H*] plutot que celle du pH car le modele théorique présenté ci-dessous rend

plus facilement compte de la variation de [H*] que de celle du pH.
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ol € estdonc prisici égala f=0.4 et =210 mHz.
La concentration en CH au cours du temps est alors donnée par I'équation 4.37.
En supposant que CH est en quantité suffisante pour imposer le pH du milieu, on a I'expression

de la concentration en protons :
[H*] = v/Kcnyc [CH] (5.12)

D’oty, en introduisant I'expression de [CH] :

0 TO
[H*] = /Kae | [CH)® + e THCHITHCH i) g (5.13)

Vs (@Tpcn)?

ol [CH]? est la concentration en CH a I'état photostationnaire. En développant cette équation au

premier ordre en g, on obtient :

0 0
1 T
[H*] = /Kcac | [CHI® + =& PrHoH'THCH G r— ) (5.14)
1+ (0T erp)?
THCH

ol comme au paragraphe 4.2.2,on a:

1 hv0 hvo A
0 kri—cu * kch—ti * kCH—TH (5.15)
TTHCH
Prcn = ki cn (THI® — kg g [CHI = kgyy gy [CH]° (5.16)
et

1

cos(¢) = (5.17)
1+ ((M%HCH)2
0
wT

sin(¢) = THCH (5.18)

1+ (wrgHCH)Z

Enfin, 'équation 5.14 peut se condenser en :

1 kA 9

V 1+ @Tyen)?

ol [H*]0 estla concentration en protons a I’état photostationnaire.

Connaissant la valeur du déphasage entre la variation de pH et la modulation lumineuse (0.4 rad),
on peut tirer de I’équation 5.17 ou 5.18 la valeur de la somme des constantes de vitesse des réactions

d’isomérisation trans—-cis et cis—trans de la molécule THSO4KCl;.

hv0 hv0 A _ -1
kri—cn + kcp—tn + Kep—mn =058

Ce résultat est identique a la valeur déduite des parametres cinétiques effectuée dans le para-
graphe 5.1.4 pour une valeur moyenne du pH de 7.

On aurait aimé mettre en évidence un déphasage notable en excitant a une plus haute fréquence
de modulation. Cependant pour voir un déphasage de 7/4, il faut exciter le systéme avec une intensité
modulée de pulsation de 700 mHz. A cette pulsation, 'amplitude des oscillations est trop faible et

nous n'avons pas réussi a les détecter expérimentalement
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5.3.4 Conclusions

Le systeme THSO4KCl; permet ainsi d’obtenir des oscillations périodiques de pH sous illumina-
tion. Les intéréts de cette méthode optique par rapport aux systemes rédox présentés dans le para-
graphe 5.3.1 sont nombreux :

— Elle est non invasive et bien résolue dans le temps et dans I’espace comme toutes les méthodes

optiques.

— Toutes les espéeces chimiques introduites sont régénérées : on peut donc travailler dans un sys-
téme fermé qui peut étre d’échelle microscopique.

— La fréquence des oscillations obtenues est trés supérieure aux fréquences accessibles avec les
systémes rédox.

— Une seule espéce chimique est nécessaire. De plus, elle est complétement organique et globa-
lement peu réactive chimiquement. Elle ne perturbe donc que peu le systeme étudié.

— Le début et la fin des oscillations sont commandés par le déclenchement ou I'arrét de la modu-
lation lumineuse. On peut donc imaginer de soumettre un systéme a plusieurs trains d’onde de
pH successifs.

Par contre, 'amplitude des oscillations obtenues est largement inférieure a celle que présente la

majorité des oscillateurs de pH chimiques. Notre oscillateur de pH photo-contrélé ne convient donc

pas a des applications pour lesquelles des fortes variations de pH sont nécessaires.

Conclusions générales

Dans ce chapitre, on a montré a plusieurs reprises que les molécules de la série THXCl; peuvent
étre utilisées pour créer des modulations de pH induites sous illumination UV. La dynamique de la
modulation peut étre réglée en changeant l'intensité lumineuse de I'excitation ou la nature élec-
tronique des substituants de la molécule. Sa forme (et sa périodicité) peut étre choisie en irradiant

I’échantillon avec une excitation adéquate.
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5.A. ROLE DU DIOXYDE DE CARBONE DISSOUS

Annexes du chapitre 5

5.A Role du dioxyde de carbone dissous

Dans les expériences de variation du pH présentées dans cette partie, on précise toujours que
la solution de photo-acide a été dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote (ou bien qu’elle
est dégazée en continu quand c’est possible). Ce dégazage permet d’éliminer au mieux le dioxyde de
carbone dissous.

En effet, le dioxyde de carbone est un des gaz atmosphériques les plus solubles dans I'eau ! oi1
il existe sous forme de molécules de dioxyde de carbone solvatées (CO, (aq)) mais aussi sous forme
hydratée (H,CO4 (aq)) et sous les formes une fois et deux fois déprotonées (ion hydrogénocarbonate
HCO__ . et carbonate CO2; . respectivement). Ces espéces chimiques ont des propriétés acido-

3(aq) 3(aq)
basiques de Bronsted comme présenté ci-dessous :

co, @ co, (aq) = H,CO,4 (aq)

+ HZO([) = HCO,,, + H;0/, pK, =6.3 dans'eau

H, co 3(aq) (aq)

3(aq)

HCO,,, +H,0.,) = COZ_, +H;0(, pK,=10.3 dans'eau

3(aq) (aq)

200 400 600 800 1000

FIGURE 5.17 - Variation du pH d'une solution de 2 mL de TH,Cly a 105 uM contenant de la fluorescéine a 10 nM
et de la rhodamine B a 10 nM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). Les zones sombres indiquent les du-
rées pendant lesquelles l'excitation lumineuse est due uniquement a la lampe a arc du fluorimeétre a 500 nm
(d’intensité ~ 510710 Ei.s™!). La zone claire indique la durée pendant laquelle U'excitation a 365 nm (d'intensité
1.9 1077 Ei.s™!) a lieu (se superposant ainsi a l'excitation a 500 nm). La valeur du pH a été mesurée par la mé-
thode fluorimétrique dans les zones sombres et n'a pas été mesurée dans la zone claire. a : solution non dégazée.

b : solution dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote. T =25°C.

La figure 5.17 présente les pH initiaux et les relaxations thermiques associées a deux sauts de pH

générés par une illumination de 220 s 4 365 nm et d’intensité 1.9 10~ Ei.s™! d'une solution de 2 mL

[f]. A 25°C, la solubilité du dioxyde de carbone sous un bar est de 0.76 litre de gaz par litre d’eau alors que les solubilités

du dioxygene et du diazote sont respectivement de 0.03 et 0.02.
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de TH,Cl; a 105 uM (contenant de la fluorescéine et de la rhodamine B pour mesurer le pH). 8l La
courbe a montre I'évolution du pH pour une solution d’eau et d’acétonitrile (1/1) non dégazée. Pour
obtenir la courbe b, la méme solution a été dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote. En

comparant ces deux courbes, on remarque que :

i. le pH initial de la courbe a (7.3) est plus faible que celui de la courbe b (8.1) en accord avec le fait
que la solution a contient plus de carbonates dissous que la solution b ce qui tend a acidifier le

milieu.

ii. Pamplitude du saut de pH mesurée sur la courbe a (0.5) est plus faible que celle de la courbe b
(0.9) ™ Les ions carbonates et hydrogénocarbonates tamponnent en effet le milieu d’autant

plus qu’ils sont concentrés.

iii. le temps caractéristique de remontée de la courbe a (environ 90 s) est plus court que celui de
la courbe b (environ 160 s) en accord avec le pH moyen moins élevé de 'expérience a (= 7.1)
par rapport a I'expérience b (= 7.7). Ces temps caractéristiques peuvent étre comparés avec les
ordres de grandeurs des constantes cinétiques de la réaction cis—trans thermique que I’on peut
tirer de la figure 3.11 au pH moyen considéré : on reléve les valeurs de 0.75 min~! et 0.35 min~!

(ce qui correspond a des temps de 80 s et 170 s respectivement en bon accord avec les valeurs

expérimentales).

Cette étude met en évidence le role nivelant du tampon carbonate naturel de I'eau utilisée et
justifie 'intérét de dégazer précautionneusement le mélange de solvants pour obtenir une amplitude

de saut de pH maximale.

5.B Effet de I'intensité lumineuse sur 'amplitude du saut de pH

Il est possible d’étudier I'influence de I'intensité de I'excitation lumineuse sur 'amplitude du saut
de pH. Pour cela, une solution de 2 mL de TH,Cl; a 105 uM dans un mélange eau / acétonitrile (1/1)
(contenant de la fluorescéine et de la rhodamine B pour mesurer le pH) a été excitée a 365 nm a
plusieurs intensités lumineuses. Comme dans I'étude du role des carbonates dissous présentée dans
I'annexe 5.A, la valeur du pH de I'état photostationnaire a été déterminée en enregistrant I'évolution
du pH lors de la relaxation thermique et en mesurant la valeur du pH immédiatement apres extinction
de lalampe UV. La figure 5.18 montre ainsi I'évolution du pH de I'état photostationnaire en fonction
de l'intensité d’excitation a 365 nm I,. La valeur du pH a Iétat photostationnaire décroit donc d’au-
tant plus que I'intensité d’illumination est forte avant d’atteindre un pallier.

Pour justifier ce résultat, on va considérer la réaction :

kTH — CH

TH ——=CH (5.20)

kCH —TH

[g]. Lavariation du pH pendant 'excitation n’a pas été relevée par gain de temps puisque dans cette série d’expériences

nous nous sommes principalement intéressés aux valeurs du pH initial et du pH final ainsi qu’a 'amplitude du saut de pH.
[h]. Lavaleur du pH mesuré immédiatement apres I’extinction de la lampe UV correspond au pH de |'état photostation-

naire. Pour s’en assurer, on a vérifié lors de I'irradiation UV que 'intensité de fluorescence a 517 nm était constante.
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0.0 0.5 1.0 15 2.0x10"

I, (Eis™)

FIGURE 5.18 — Evolution du pH de U'état photostationnaire d’'une solution de 2 mL de TH,Cl,; a 105 uM dans
un mélange eau / acétonitrile (1/1) (contenant de la fluorescéine et de la rhodamine B pour mesurer le pH par
fluorimétrie comme explicité au paragraphe 5.2.4) en fonction de l'intensité lumineuse & 365 nm. Iy x 10° = 0, 9,
20,29, 36,47, 59, 75, 95, 115, 132, 151, 169, 189 Ei.s ~!. Triangles : données expérimentales; ligne : ajustement par
léquation 5.25. T=25°C.

hv hv A )4 : : 4
avec k, =k etk =k +k .Létat photostationnaire est donc composé
TH—CH “TH- CcH CH-TH “cH—TH CH-—TH p P

de TH et CH dont les concentrations sont données par les équations 3.28 et 3.29 (en remplacant T par

TH et C par CH et en faisant tendre le temps vers +00) :

Al o
[TH] = [TH], ——— =2 —CH= T (5.21)
v k™ +k
TH— CH CH—-TH CH—-TH
I
_ TH — CH
[CH] = [TH]p —— e (5.22)

TH—CH CH—TH CH—TH
En supposant que l'espéce la plus acide (ici CH) est présente en suffisamment grande quantité

pour imposer le pH du milieu quelle que soit I'intensité lumineuse imposée, ! on en déduit que :

1
pH=> (pKacnyc +1log[CH]) (5.23)
d’olt
1 hv
_ TH — CH
pH =3 | PKacuc +log | [THo -5 PUT—— (5.24)

TH — CH CH—TH CH—TH

En utilisant ensuite les équations 3.19 et 3.20, le pH s’écrit sous la forme :

1 Aly
pH= > pKacu/c +log B+ ik To+ K2 (5.25)
CH—TH

ol A et B seront considérées comme des fonctions peu dépendantes de I'intensité I. U

[i]. a condition qu’elle ne soit pas trop proche de zéro.
1-exp(—2.3 Atot)

[jl. En toute rigueur, le terme AoV

dépend de Iy vial’absorbance totale de la solution.
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Lajustement des données expérimentales de la figure 5.18 par I'équation 5.25 est satisfaisant, ce
qui tend a valider le modele présenté.

Ainsi, on voit que pour de faibles intensités lumineuses, la constante de vitesse de la réaction
thermique joue un role important sur 'amplitude du saut de pH : intuitivement, plus la réaction de
retour thermique est rapide et plus le saut de pH est faible.

Par contre, dans un régime d’illumination forte, le terme en B Iy prédomine sur kéH - le pH

—

du photostationnaire devient indépendant de I'intensité d’éclairement.

5.C Excitation triangulaire

Le générateur de signaux utilisé dans la partie 5.3 étant muni d'une fonction « triangle », nous
avons soumis I’échantillon décrit dans le paragraphe 5.3.3 a une excitation trangulaire. La figure 5.19
montre I'évolution des intensités de fluorescence de la fluorescéine et de la rhodamine B en fonction
du temps (courbe a) et la variation du pH obtenue (courbe b).

Cette expérience montre que des oscillations de pH de formes variées peuvent étre crées en choi-
sissant une excitation lumineuse adaptée

La réponse en pH observée est ici aussi périodique et peu déphasée par rapport au signal de I'in-

tensité lumineuse.
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FIGURE 5.19 — a Evolution temporelle des intensités de fluorescence enregistrées & 517 nm (Igg(Ag, Ap), ligne)
et a 574 nm (Ipp(AE, ARn), tirets). b : Evolution temporelle du pH (ligne) obtenue (apres calibration) a partir de
I'évolution du rapport des intensités de fluorescence a 517 nm et a 574 nm (Ipg(Ap, Ap) ! Irn(Ag, ARn), courbe non
représentée). Solution de THSO4KCl, a 300 1M contenant de la fluorescéine a 10 nM et de la rhodamine Ba 10 nM
dans un mélange eau / acétonitrile (1/1). La solution a été dégazée pendant 5 min par barbotage de diazote.
Lexcitation lumineuse a 365 nm (pointillés) est triangle de valeur moyenne Iy = 1.6 10~ Ei.s™', d'amplitude
B =0.9 et de pulsation w =210 mHz. T=25°C.
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Chapitre 6

Evolutions de la plateforme
2-hydroxyazobenzene pour moduler le pH

dans I'eau pure

Introduction

Dans les parties précédentes nous avons étudié la plateforme 2-hydroxyazobenzéne et nous avons
plus particulierement montré que les molécules TH,Cl; et THSO4KCl; pouvaient générer des varia-
tions de pH de I'ordre d'une unité sous illumination UV. L'ensemble des résultats présentés ont été
obtenus dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (1/1) puisque la plupart des molécules de la série
THXCI; ne sont pas solubles dans I'eau pure.

Lutilisation d'un mélange binaire contenant une part importante de solvant organique n’est ce-
pendant pas sans inconvénient :

— Limmense majorité des données thermodynamiques et cinétiques relatives aux échanges de
protons sont tabulées dans I'’eau pure et I'extrapolation des grandeurs thermodynamiques et
cinétiques dans un autre solvant n’est pas aisée ; 123

— Lacétonitrile n’est pas un solvant adapté aux organismes vivants. 3 Il n’est donc pas possible
de concevoir des applications biologiques basées sur un photo-acide qui n’est efficace que dans
un mélange composé a 50 % d’acétonitrile. ¥ Par exemple, des expériences visant 2 moduler
le pH d’un milieu dans lequel évoluent des bactéries ne peuvent étre réalisées que dans de
l'eau. P!

— Certains systemes chimiques macro-moléculaires ne sont pas stables en présence de solvants

organiques. Par exemple, il n’est pas possible de former des micelles ou des vésicules dans un

[a]. Cependant des objets biologiques tels que des protéines peuvent conserver une activité biologique en solvant orga-
nique. 185,186

[b]. S’il est clair que peu d’organismes vivants peuvent vivre dans un milieu qui contient un solvant organique en quan-
tité importante, cela ne signifie pas que les données physico-chimiques obtenues dans un milieu en partie organique ne
sont pas valables en milieu biologique. Par exemple, le voisinage (ou I'intérieur) d'une protéine ne peut pas étre considéré
comme un milieu purement aqueux et les données physico-chimiques déterminées en milieu semi-organique peuvent

alors étre considérées comme des ordres de grandeur relevants.

169



CHAPITRE 6. EVOLUTIONS DE LA PLATEFORME 2-HYDROXYAZOBENZENE POUR MODULER LE PH DANS
L'EAU PURE

milieu dont la tension de surface est trop faible. (¢
— Lutilisation de micro-systemes en polydiméthylsiloxane (PDMS) n’est pas optimale en pré-
sence de solvants organiques qui font gonfler le polymére comme précisé dans la littérature 187,188
et observé expérimentalement par nos soins.
Compte tenu de ces remarques, nous avons cherché a faire évoluer la plateforme photo-acide
présentée dans les chapitres précédent pour étre capables de photo-moduler le pH d’'une solution
aqueuse sans qu'il soit nécessaire d’ajouter un co-solvant organique.

Ce chapitre se compose de deux parties :

1. La présentation des démarches suivies pour tenter d’obtenir un systeme opérationnel dans

I'eau.

2. Larticle Photo-Induced pH Drops in Water qui présente d’abord les développements synthé-
tiques et instrumentaux nécessaires a ’élaboration d’un tel systeme, puis qui fournit et analyse

les résultats expérimentaux obtenus.

6.1 Conception d’'un systéme photo-acide efficace dans I'eau

La premiére condition pour qu'un systéme chimique soit efficace dans 1'eau est qu’il y soit soluble.
Nous avons donc étudié diverses stratégies pour solubiliser dans I’eau et sans utiliser de co-solvant
organique, des molécules de la série THXCIl; (dont on sait qu’elles ont permis d’obtenir de fortes
variations de pH photo-induites dans un mélange eau / acétonitrile).

Trois stratégies ont ainsi été envisagées :

i. I'évaluation de la solubilité de la molécule THSO4KCl; (précédemment étudiée et mise en ceuvre

dans le mélange binaire eau / acétonitrile (1/1)) dans un solvant purement aqueux;

ii. I'utilisation d’adjuvants amphiphiles pour solubiliser dans I'eau la molécule TH,Cl; (précé-

demment étudiée et mise en ceuvre dans le mélange binaire eau / acétonitrile (1/1));

iii. la fonctionnalisation de la série THXCl; pour créer de nouvelles molécules ayant un caractere

hydrosoluble.

6.1.1 Evaluation de la solubilité de THSO3KC13 dansl'eau

Avant d’envisager des démarches demandant un effort de synthése pour obtenir des variations de
pH sous illumination UV dans un systeme uniquement aqueux, nous avons d’abord testé la solubilité
dans I'eau de chacune des molécules de la série THXCl; (présentées dans la partie 3.1). Elles se sont
toutes montrées hautement insolubles dans I'’eau sauf deux d’entre elles : la molécule THCO,HCl; et
la molécule THSO4KCl;.

Létude de la premiére molécule n’a pas été poussée plus en avant. En effet, elle possede un grou-
pement acide carboxylique qui est un acide faible pouvant jouer un role de tampon et perturber la

variation de pH.

[c]. De méme, nous avons vérifié dans le cadre de ce travail de thése que I'agarose ne gélifiait pas dans un mélange eau /
acétonitrile (1/1);

170



6.1. CONCEPTION D’UN SYSTEME PHOTO-ACIDE EFFICACE DANS L'EAU

Ainsi, seule la capacité de THSO4KCl; a photo-moduler le pH dans I'eau a été évaluée. Les ré-
sultats relatifs a cette étude sont entierement décrits dans la partie « 2.1 Sulfonated 2-hydroxy-

azobenzene » ala page 1 de I'article proposé dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

6.1.2 Utilisation d’adjuvants amphiphiles

Dans son article évaluantla capacité de la base carbinol du vert malachite a basifier un milieu sous
irradiation®® (voir la description du systéme dans la partie 1.3.3), Irie est lui aussi confronté  la faible
solubilité de sa photo-base dans I'eau. Pour pallier ce probleme, il a ajouté a son systéme un adjuvant
de type tensio-actif : le chlorure de dodecyltrimethylammonium. Les tensio-actifs peuvent s’auto-
organiser en structure supramoléculaire autour de la molécule hydrophobe (en formant des micelles
par exemple) et favoriser ainsi sa solubilisation dans I’eau. La photo-base d’Irie ainsi solubilisée en
milieu aqueux s’est montrée hautement efficace a libérer sous irradiation UV des ions hydroxydes et

basifier ainsi le milieu.

En suivant la méme démarche, nous avons tenté d’augmenter la solubilité dans I’eau de la molé-

cule TH,Cl; en ajoutant des espéces amphiphiles au systeme.

Utilisation de surfactants

Nous avons d’abord étudié la solubilité de TH,Cl; dans des solutions contenant des surfactants
neutres (octyl-f—-D-glucopyranoside noté OG) ou des surfactants cationiques (chlorure d’hexadécyl-
triméthylammonium noté CTAC [d]) 3 des concentrations supérieures a leur concentration micellaire
critique (CMC) de sorte a former des micelles capables d’entourer et donc de solubiliser le photo-
acide hydrophobe. 8919 Les structures des deux types de surfactants utilisés sont présentées sur la

figure 6.1.

HO.,
a b o /
Cl N\/\/\/\/\/\/\/\/
HO ‘®

FIGURE 6.1 - Structures des surfactants utilisés. a : Octyl-f-D—glucopyranoside ;b : Chlorure d’hexadécyltrimé-
thylammonium (CTAC).

Les résultats obtenus avec les deux types de surfactants sont présentés intégralement dans la par-
tie «2.2 The supramolecular approach » ala page 2 de 'article proposé dans la deuxiéme partie de

ce chapitre.

[d]. Nous avons utilisé le chlorure et pas le bromure (pourtant plus courant et moins cher) dans la perspective d’enregis-
trer la variation du pH par une méthode fluorimétrique. L'utilisation d'un bromure peut en effet provoquer 'atténuation de

la fluorescence des rapporteurs de pH par effet d’atomes lourds. 1%1
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Utilisation de cyclodextrines

Parallelement a 'utilisation des surfactants présentés ci-dessus, nous avons tenté d’employer dif-
férents types de cyclodextrines pour améliorer la solubilité de TH,Cl; dans I'eau.

Les cyclodextrines sont des molécules cycliques naturelles composées de sous-unités glucopyra-
nosides reliées entre elles en position a-(1,4) (voir figure 6.2). Trois séries de composés existent (notés
a, B et y). lls different par le nombre d'unités glucopyranosides constitutives : la figure 6.3 donne la

structure du composé le plus simple de chaque série.

OH

OH HO
OH HO' HO © HO én ¢
(@) OH OH o "OH OH HO O
on : \ HO oH :
N HO, ~ S OH . I} ~OH HO. ~
. o OH 5 HO' o OH
. HO L_0
OH HO' 0 OH h v~ “OH HO'
: HO © :
5 o OH 5 0 OH e) OH HO (]
~_OH HO, 4 HO! :
HO , Mo oH OH HO:..
oS, o O ou o] HQ  OH
"o o ol o oL,
OH o o)
HO HO 5
HO
HO
o-CD B-CD y—CD

FIGURE 6.3 — Les structures des cyclodextrinesa (n==6),  (n=7) ety (n=28).

De part leur topologie particuliere, les cyclodextrines ont une forme de cone tronqué : les groupe-
ments hydroxyles sont majoritairement répartis sur la face extérieure du cone rendant ainsi la macro-
molécule soluble dans I'eau. La face intérieure est quant a elle plutot hydrophobe créant ainsi une ca-
vité dans laquelle des molécules organiques peu solubles dans I'eau et de taille adaptée peuvent étre
piégées. La cyclodextrine joue ainsi le role d’agent solubilisant de nombreuses molécules ou principes
actifs hydrophobes. 1917193

Pour mettre en ceuvre les propriétés photo-acides de la molécule TH,Cl; dans I'eau, nous avons
essayé de la solubiliser dans une solution aqueuse contenant des cyclodextrines. Plusieurs types de
macrocycles disponibles au laboratoire ont été essayées :

— l'a-cyclodextrine;

- la B-cyclodextrine;

— I'heptakis(2,6-di-O-methyl)-3-cyclodextrine.
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Des solutions aqueuses de concentrations de I'ordre de 10 mM pour les «a et -cyclodextrines et de
I'ordre de 100 mM pour I'heptakis(2,6-di-O-methyl)- f-cyclodextrine plus soluble 194 5t été réalisées.
La molécule TH,Cl; a ensuite été introduite en poudre pour obtenir une concentration de I'ordre de
300 uM et le mélange a été agité pendant une nuit a température ambiante.

La solubilisation compléte du 2-hydroxyazobenzéne n’a été observée que dans le cas de 'hepta-
kis(2,6-di-O-methyl)-8-cyclodextrine. La solution obtenue a ensuite été dégazée par barbotage de
diazote puis irradiée dans 'UV (avec une intensité de 1.2 107° Ei.s71) et la variation du pH a été en-
registrée par la méthode potentiométrique. Un saut de pH d’'une amplitude de 0.2 unité de pH a été

observé.

Lamplitude du saut obtenue étant beaucoup plus faible que celle observée avec des solutions de
tensio-actifs présentée dans I'article Photo-Induced pH Drops in Water, nous n’avons pas poussé plus

en avant I’étude des solutions de cyclodextrines pour se concentrer sur les solutions de surfacants.

6.1.3 Fonctionalisation de la plateforme THXCl,

Pour augmenter la solubilité des molécules de la série THXCI; dans I’eau, nous avons envisagé
des modifications du squelette carboné pour pouvoir lier a la molécule un groupement hydrosoluble
comme un sucre, un PEG (polyethyleneglycol) ou un polymeére hydrosoluble comme présenté dans
I'article Photo-Induced pH Drops in Water.

Conformément aux résultats du chapitre 3, nous avons décidé de conserver un squelette de base
du type TH(CH, Y)Cl; représenté sur la figure 6.4. En effet :

— le groupement CH, Y en para du noyau aniline a un comportement électronique proche de celui
de THEtCI; ce qui confére a la molécule une cinétique de relaxation suffisamment lente pour
rendre son étude aisée;

- la partie phénolique de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne ne peut pas étre modifiée sans
se confronter a de profonds changements de la cinétique de la relaxation thermique (cf. par-
tie 3.3.4).

C N
N
Y

TH(CH,Y)Cl3

HO Cl

FIGURE 6.4 — Structure générale des molécules ciblées par fonctionnalisation chimique.

Différentes voies de fonctionalisation (aboutissant a des molécules dont la nature du groupement

Y varie) ont été menées.

Synthese de dérivés d’alcool et fonctionalisation

La premiere méthode de fonctionnalisation envisagée a été de synthétiser un 2-hydroxyazobenz-

éne de la série THXCl; possédant un alcool au bout d’'une chaine carbonée située en para du noyau
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aniline.

Nous avons donc d’abord essayé d’obtenir la molécule TH(CH,OH) Cl; représentée sur la figure 6.5.
Pour cela, nous avons condensé le 2,4,5-trichlorophénolate sur le sel de diazonium de 1’alcool 4-
aminobenzylique. 13>136 Apres plusieurs essais, il n'a pas été possible d’isoler la molécule désirée, les

différentes analyses effectuées mettent en évidence de nombreux produits de dégradation.

cl cl cl cl
N N
h< >—N h< >—N
HO HO cl HO HO cl
TH(CH,OH)Cl3 TH(CH,CH,0H)Cl3

FIGURE 6.5 - Molécules cibles possédant une fonction alcool sur une chaine carbonée de longueur variable et

située en para du noyau aniline dans la série THXCI,.

Nous avons ensuite tenté de synthétiser un dérivé similaire possédant un CH, supplémentaire
entre le phényl et 'hydroxyle. Comme précédemment, nous avons condensé le 2,4,5-trichlorophénolate
sur le sel de diazonium du 2-(4-aminophényl)éthanol. 13>136 Cette synthése a conduit a la molécule
TH(CHZCHZOH)CI3 représentée figure 6.5 avec un bon rendement (75 %).

Dans 'idée de greffer un sucre ou un polyéthyléneglycol sur cette molécule, nous avons voulu
remplacer la fonction hydroxyle par un chlore en utilisant de la triphénylphosphine et de 'imida-
zole dans le tétrachlorocarbone. !%° Apres plusieurs tentatives, nous ne sommes pas parvenus a isoler
le produit désiré. Nous avons finalement laissé de coté cette voie de fonctionnalisation pour nous

concentrer sur la fonctionnalisation par une amine présentée plus bas.

Synthese d’'un dérivé d’acide carboxylique

Parallelement a la tentative de synthése d’'un dérivé hydroxylé, nous avons essayé de synthétiser
un dérivé carboxylé (Y = CO,H) qui peut ensuite étre fonctionnalisé en condensant une amine pour
former un amide ou un alcool pour faire un ester. ¢!

Encore une fois, nous avons tenté de faire réagir le 2,4,5-trichlorophénolate sur le sel de diazo-
nium issu de la diazotation de 'acide aminophénylacétique. '3>13¢ Nous avons pu isoler et purifier
un produit (avec un rendement de 60 %) que nous avons d’abord entrepris d’étudier par spectropho-
tométrie dans un mélange de tampon aqueux et d’acétonitrile. L'évolution des spectres d’absoption
en fonction du pH (voir figure 6.6) montre que le comportement de la molécule obtenue est radicale-
ment différent du comportement générique des molécules de la série THXCI, :

— la forme basique absorbe plus que la forme acide;

— lalongueur d’onde du maximum d’absorption de la forme acide est environ 50 nm plus bas que

celui de la molécule TH, Cl; et celui de la forme basique plus de 100 nm plus bas;

le]. Le molécule THCO,HCL; possédant un groupement carboxyle directement relié au noyau aromatique a déja été
synthétisée. Cependant, comme nous 'avons vu dans le chapitre 3, la présence d'un groupement électroattracteur dans

cette position augmente la vitesse de la réaction de relaxation thermique ce qui n’était pas recherché ici.
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— les coefficients d’absorption molaire sont environ deux fois plus faibles que ceux de la molécule
TH,Cl;;
— lavaleur du pK, mesurée par dosage spectrophotométrique (8.4+0.1) est plus faible que prévue

par la corrélation de Hammet de la figure 3.7.

300 400 500 600 700

A (nm)

FIGURE 6.6 — Spectres d'absorption de 100 uM de la molécule obtenue par couplage diazoique entre le 2,4,5-
trichlorophénolate et le sel de diazonium issu de la diazotation de l'acide aminophénylacétique.'3>'3¢ Solvant :
Meélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile
(1/1). pH=5.0,5.7,6.6, 7.2, 7.6, 8.2, 8.6, 9.3, 9.9, 10.4. T=25°C. La fleche indique dans quel sens le pH augmente.

Le spectre de masse nous a finalement confirmé que le molécule obtenue n’était pas le 2-hydroxy-
azobenzeéne attendu mais le produit de couplage direct entre les deux noyaux aromatiques comme
illustré sur la figure 6.7. La structure de la molécule obtenue est en accord avec la valeur du pK, me-

surée expérimentalement qui est proche de celle du 2,4,5-trichlorophénolate (8.3). [f)

Cl
cl OH
ol Cl
NaNO, ® Cl
HO,C HCl coney  HO,C NaOH (10%)  HO,C
€] HO Cl

Cl

FIGURE 6.7 — Schéma réactionnel de la réaction de couplage diazoique entre l'acide aminophénylacétique et le

2,4,5-trichlorophénolate. 135,136

Le mécanisme de ce couplage n’a pas été étudié plus en avant et la voie de synthése d'un dérivé
carboxyle a finalement été abandonnée au profit de la fonctionnalisation par une amine développée

ci-dessous.

[f]. Le pKa du phénol n’est que peu modifié par I'autre noyau aromatique qui est dans le plan orthogonal au plan du

premier cycle.
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Synthese d’'un dérivé d’amine

Apres les échecs des deux premieres voies nous avons entrepris de fonctionnaliser la plateforme
avec un groupement amine. Pour cela nous avons eu recourt a une synthese de Gabriel comme illustré
sur le schéma de synthése de la figure 5 de I'article Photo-Induced pH Drops in Water. Du phthalimide

96 avec un excellent rendement

de potassium a été condensé sur le 1-chlorométhyl-4-nitro-benzéne
(96 %). Le produit obtenu a été hydrogéné sur palladium pour réduire la fonction nitro %7 avec un
excellent rendement (98 %). L'aniline obtenue a été convertie en sel de diazonium sur lequel le 2,4,5-

trichlorophénolate a été condensé 35136

pour conduire a un 2-hydroxyazobenzéne protégé avec un
rendement de 60 %.

La derniere étape consiste en ’ouverture du phthalimide pour libérer 'amine. La méthode la plus
couramment décrite est celle de Ing-Manske 198200 qui utilise de I'hydrazine NH,NH, dans I'éthanol.
Dans notre cas, cette procédure a conduit au clivage réducteur de la double liaison azote-azote.

Conformément 2 la littérature, 20!

nous avons remplacé 'hydrazine par la méthylhydrazine qui
est décrite comme solution secondaire en cas de réduction d'une partie de la molécule lors de I'ajout
d’hydrazine. Ici encore seul le clivage réducteur est observé. (8!

Lhydrolyse acide (HCI et AcOH ou TFA) 203204 3 Jaissé le produit inchangé tandis que I’hydrolyse
basique (avec de la soude ou de la potasse) n’a pas permis d’aller plus loin que la mono-ouverture.

Des méthodes de transimidification ont alors été essayées, soit en utilisant une solution de méthy-
lamine dans du THE ?® soit en utilisant la butylamine comme solvant. Dans les deux cas, la réaction
de mono-ouverture (formation d'un diamide) est d’abord observée a froid. En chauffant, le produit
se dégrade.

Finalement la molécule protégée par le phthalimide a été mise a réagir dans I’éthylenediamine et
a été soniquée pendant 3h. La réaction a été suivie par RMN jusqu’a disparition du produit de départ.
Apres extraction avec du DCM et lavage de la phase organique avec de la saumure, I'amine délivrée de
la phthalimide a été isolée. La double addition sur la phthalimide conduit a un sous-produit soluble
en phase aqueuse qui a été identifié comme étant la (IV, N)-bis-(2-amino-ethyl)-phthalamide. Cette

méthode de déprotection est finalement réalisée avec un tres bon rendement (90 %).

Le 2-hydroxyazobenzeéne ainsi fonctionnalisé a ensuite été condensé sur un polymere hydroso-
luble et utilisé pour générer des sauts de pH photo-induits dans I’eau comme présenté dans la partie

«2.3 The polymer approach» alapage 3 de l'article proposé dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

[g]. Aux vues du caractere oxydant du motif azo de notre molécule, la méthode d’ouverture réductrice de la phthalimide

par NaBH, dans un alcool?9? ' pas été tentée.
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6.2 Article: Photo-induced pH Drops in Water

Cet article a été réalisé en collaboration avec Jing Sun, post-doctorante de I'’équipe qui a condensé
la molécule TH(CH,NH,)Cl; sur un polymere hydrosoluble et mené I'étude physico-chimique de la
macromolécule ainsi obtenue. Elle a en particulier réalisé les études relatives a la taille des macromo-

lécules par diffusion dynamique de la lumiere (DLS).
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6.3 Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre nous avons montré que la plateforme 2-hydroxyazobenzene est adaptée pour
photo-moduler le pH d'une solution purement aqueuse. Trois stratégies complémentaires ont été
utilisées.

Ainsi, pour faire varier le pH aux alentours de la neutralité, il est possible d’utiliser directement la
molécule THSO4KCl; qui a une dynamique de relaxation rapide mais qui conduit a des sauts de pH
de faible amplitude. A contrario, le polymere hydrosoluble auquel nous avons greffé le photo-acide
permet d’obtenir des sauts de pH plus importants au prix d'une dynamique de relaxation plus lente.

Parallelement, I'utilisation de tensio-actifs cationiques comme le CTAC pour dissoudre le photo-
acide TH,Cl; permet d’obtenir des sauts de pH d’une forte amplitude dans la zone acide de I'échelle
de pH.

Nous continuons a rechercher des moyens efficaces pour solubiliser la plateforme 2-hydroxyazo-
benzene dans I'eau a des concentrations encore plus hautes. A ce titre, une molécule trés soluble
(jusqu’a environ 10 mM) a récemment été synthétisée par la méthode de couplage diazoique clas-
sique : elle présente un noyau naphtalene deux fois substitué par des groupements sulfonates (voir
figure 6.8).

SOsNa

s (9!

N=N Cl

HO‘@*CI

Cl

FIGURE 6.8 — Molécule a~Napht(SOzNa),TH,Cl,.

L'évolution de son spectre d’absorption en fonction du pH peut étre trouvée en annexe B. Ses
caractéristiques spectrales sont proches de celle de TH803KC13 dans I'eau (A1hax(TH) = 349 nm et
Amax(T) =466 nm). Le pK; du phénol de I'isomeére trans vaut 7.4+0.1, valeur sensiblement égale a celle
de THSO3KCl3 dansl’eau (7.3 +0.1). Pour I'instant, le pK, de la forme cis n’a pas été mesuré. En effet,
la cinétique de la réaction de relaxation thermique de cette molécule est trop rapide pour pouvoir le
déterminer avec une bonne précision. Une mesure de ce pK, basée sur une méthode fréquentielle

analogue a celle présentée dans la partie 4.2 est al’étude.
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Chapitre 7

Structuration spatiale du pH

Introduction

Le controle spatial de la concentration de molécules actives connait un essor important depuis
les trente derniéres années en particulier grace au développement de systémes optiques permettant
un éclairage puissant avec une résolution spatiale élevée.

Des irradiations lumineuses structurées par des masques opaques ou générées par des systemes
optiques proprement collimatés ont ainsi été mises a profit dans I'élaboration de systemes artifi-
ciels complexes dont la concentration d’au moins une espéce constitutive présente une forte ani-
sotropie spatiale. Ces systemes trouvent des applications dans des champs variés allant de la micro-
électronique a 'encapsulation cellulaire?%® en passant par la synthése multi-étape photochimique-

207 ou la micro-fluidique. 28

ment dirigée
Si le contrdle tridimensionnel reste encore difficile 2 mettre en ceuvre, 2% de nombreuses tech-
niques conduisant a une structuration bi-dimensionnelle de I'espace sont disponibles. Trois mé-

thodes ont été majoritairement utilisées :

la photo-lithographie dontle principe repose surla déposition préalable d'une résine photo-sensible
sur un substrat semi-conducteur. Une irradiation structurée modifie chimiquement la résine
de sorte a mettre a nu le semi-conducteur dans les zones irradiées (ou partout ailleurs, selon le

type de résine employée). 2!’

le greffage qui nécessite une surface préalablement fonctionnalisée mise en contact avec une solu-
tion contenant des molécules photo-sensibles. Sous irradiation lumineuse structurée, les mo-
lécules réagissent avec les groupements fonctionnels de la surface uniquement dans les zones

éclairées. 2

la photo-déposition qui met a profit la syntheése photo-induite d’objets solides ou gélifiés a partir
d’une solution en contact avec une surface inerte. Dans les zones irradiées les objets se dé-

posent simplement sur la surface. 212213

A titre d’exemple, la figure 7.1 montre un champ de vue microscopique recouvert par endroits par
un hydrogel. Cette structuration est obtenue en soumettant a une irradiation structurée spatialement

une solution contenant d'une part des monomeres de type PEG fonctionnalisés par des groupements
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azides et d’autre par des agents réticulants fonctionnalisés par des alcynes vrais. La solution contient
aussi du cuivre (11) et un agent réducteur photo-activable qui réduit le cuivre (1) en cuivre (1) dans les

zones irradiées. S’en suit une réaction de click-chemistry qui conduit a la synthése de I’hydrogel dans

les zones illuminées seulement. Un masque opaque permet de structurer I'excitation lumineuse. ?!2

a b

Legend:
> Azide
¥ Alkyne
1 Irradiated area

Cu(ir)
réducteur
photoactivable

hy

FIGURE 7.1 — Synthese spatialement structurée d'un hydrogel par click chemistry. a : Schéma de principe. b :
Champ de vue obtenu. Le masque opaque utilisé est constitué de barres de 25, 50, 100, 200, 300 et 400 pm séparées
par des espaces de 100 um. Reproduit de Adzima et al.*'?

L'ensemble des méthodes présentées ci-dessus ont en commun leur caractére irréversible qui
permet in fine d’obtenir un objet stable dans le temps. Cette irréversibilité se manifeste a la fois au
niveau de la réaction photochimique mais aussi de part le caracteére fixe de I'objet formé. En effet, la
réaction photochimique conduit soit a des objets sous forme de solide ou de gel qui se déposent sur

une surface, soit a des espéces qui se lient covalemment a la surface.

Ces différentes méthodes nous ont donné I'idée d’utiliser la plateforme 2-hydroxyazobenzéne pour
réaliser une structuration spatiale de la concentration en proton d'une solution en utilisant une ex-
citation lumineuse elle-méme spatialement structurée. Cependant, contrairement aux systemes évo-
qués ci-dessus, les photo-acides présentés dans ce travail de theése sont intrinsequement réversibles,
puisque si I’excitation lumineuse est coupée, le systéme relaxe vers I’état initial. De plus, aucune mo-
dification de I'état physique des molécules ne leur permet de conduire a des objet immobilisés sur
une surface.

Nous avons donc entrepris de générer des structurations spatiales du pH sous illumination conti-
nue. Ces structures hors équilibre disparaissent une fois I’excitation lumineuse coupée par des pro-
cessus relaxatifs et diffusionnels.

Ce chapitre présente dans une premiere partie les conditions expérimentales (et en particulier le
montage optique) utilisées pour obtenir une structuration spatiale du pH sous illumination UV. Dans
la deuxieme partie, des résultats préliminaires sont exposés, validant le montage optique réalisé et
nous amenant vers une troisieme partie dans laquelle nous revenons sur I’étude photochimique de
la plateforme 2-hydroxyazobenzene a plus haute longueur d’onde. Dans la quatrieme partie, des ex-
périences d’illumination structurée a une dimension, théoriquement plus facilement modélisables,

sont proposées.
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7.1 Conditions expérimentales et montage optique

Lobtention d'un profil spatial de pH fait intervenir quatre éléments principaux :

i. 'échantillon contenant d'une part le photo-acide qui va libérer des protons sous illumination

UV et d’autre part un rapporteur de pH fluorescent;

ii. une source de lumiere UV spatialement structurée permettant d’exciter le photo-acide en cer-

tains points de '’espace et pas en d’autres;

iii. une source de lumieére de longueur d’'onde plus élevée permettant d’exciter le rapporteur de pH

fluorescent;
iv. un systeme d’acquisition de I'intensité lumineuse.

Nous allons détailler la nature de ces éléments constitutifs dans les paragraphes suivants.

7.1.1 DLéchantillon

Compte tenu des difficultés instrumentales inhérentes a I’obtention de structurations tridimen-
sionnelles de I'excitation lumineuse, nous avons d’abord entrepris d’observer un profil spatial de pH
en deux dimensions. Ainsi, I’échantillon utilisé est placé entre une lame et une lamelle et son volume
est choisi de sorte a ce que la hauteur caractéristique soit tres petite devant la largeur et la hauteur.
Nous avons typiquement utilisé un dispositif ayant une longueur et une largeur de 1 cm pour une
hauteur comprise selon les expériences entre 10 et 200 um. Le schéma du dispositif utilisé est repré-

senté sur la figure 7.2.

lamelle

échantillon
——

FIGURE 7.2 — Schéma du dispositif utilisé pour préparer I'échantillon contenant le photo-acide et un rapporteur

fluorescent.

Comme dans la partie 5.2, nous souhaitons suivre I'évolution du pH du systéme par une méthode
optique. @ Pour cela, nous avons ajouté a I'échantillon un rapporteur de pH fluorescent. Nous utili-
sons ici encore la fluorescéine. Contrairement a ce qui a été fait dans la partie 5.2 nous n’avons pas
ajouté d’autre indicateur fluorescent pour corriger I'intensité de fluorescence du terme d’absorbance
de la solution (voir paragraphe 5.2.3). En effet, le trajet optique de la lumiere dans I’échantillon est
trés court (inférieur a quelques centaines de micrometres) et la concentration en photo-acide reste
de l'ordre de celle utilisée dans la partie 5.2 (i.e. environ 200 M), ce qui donne une absorbance maxi-
male de l'ordre de 1072. 1l est alors possible de développer 1'équation 5.5 au premier ordre pour se

rendre compte que I'intensité de fluorescence ne dépend plus de I’absorbance totale de la solution.

[a]. La structuration spatiale du pH recherchée est a I’échelle de quelques millimeétres, il n’est donc pas aisé de relever le

pH du milieu a I'aide d’'un dispositif potentiométrique comme réalisé dans la partie 5.1.
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Par ailleurs, I’échantillon peut étre thermostaté a 'aide d'un module Peltier pour éviter I"échauf-

fement da aux diverses irradiations auxquelles il est soumis.

7.1.2 Lumieére excitatrice : laser UV

Lexcitation UV a été réalisée avec un laser UV émettant a 375 nm et ayant une puissance de
12 mW. Il a été monté sur une table optique de sorte a pouvoir faire arriver le rayon laser a la verti-
cale de I'échantillon. Des miroirs optiques (Broadband Dielectric Mirror, 350-400 nm) spécialement
concus pour réfléchir les UV ont été utilisés pour modifier la direction du faisceau. De plus, le laser
a été collimaté sur I'échantillon a I'aide de lentilles convergentes de focale 100 mm n’absorbant pas

dans I'UV. La partie supérieure de la figure 7.3 schématise le montage du laser UV utilisé.

e

Lentille
Echantillon
/fluorescent
I /Objectif I/ Bati du microscope
Lentille de Lenti
entille .
; . Ordinateur
collection secondaire )\ I
/ / \ I
> Filtre
I I
/ dichroique
A, |
/‘/ Filtre
- ) Y Y I
Filtre d émission
Lampe o I T
Xenon d'excitation >
I I Caméra
A A
I Mirroir Lentl!le
oculaire

FIGURE 7.3 — Schéma du microscope d’épifluorescence utilisé. Le rectangle pointillé est le bdti du microscope

qui supporte le cube contenant le filtre dichroique, le filtre d’excitation et le filtre d'émission, le miroir inférieur,

L'objectif et la platine. Reproduit et modifié d’aprés Estévez-Torres.?'*

Les méthodes permettant d’obtenir un éclairement UV structuré spatialement sont décrites dans

les parties suivantes de ce chapitre.

7.1.3 Source de lumiere blanche et récepteur : microscope d’épifluorescence couplé a

une caméra CCD

Lobservation des différents profils de pH a été réalisée par microscopie de fluorescence. Pour ce
faire, nous avons modifié un microscope d’épifluorescence construit dans un travail de these précé-

dent.2!4
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Un montage d’épi-fluorescence se caractérise par le fait que la méme lentille (un objectif de mi-
croscope de grossissement 4 en l'occurrence) est utilisée pour focaliser la lumiére servant a I'excita-
tion du rapporteur fluorescent et pour récupérer le signal d’émission de fluorescence. Pour distinguer
les deux signaux, on profite du décalage spectral entre la bande d’absorption et d’émission d'un fluo-
rophore (d’environ 20 nm pour la fluorescéine) et d'un jeu de filtres.

La partie basse de la figure 7.3 décrit le montage réalisé. Il est constitué d’'une source lumineuse
blanche (100 W xenon ozone free), d'un jeu de filtres, d’'un objectif de microscope et d'une série de
lentilles. Une caméra CCD permet d’'imager I'intensité de fluorescence de I'échantillon. La lumiere
blanche est d’abord focalisée convenablement avec deux lentilles, puis filtrée avec un filtre passe-
bande (filtre d’excitation centré sur 480 nm [°! et de bande passante de 25 nm) et renvoyée a 90 ° vers
I'objectif, par un filtre dichroique (Dual Band Dichroic FF505/606-Di01). L'échantillon est ainsi excité
dans une plage de longueur d’ondes délimitée par le filtre d’excitation. La fluorescence émise est
collectée par le méme objectif, puis traverse le miroir dichroique et un deuxiéme filtre passe bande
(filtre d’émission centré sur 525 nm et de bande passante 30 nm) qui a un recouvrement quasi nul
avec le filtre d’excitation pour bloquer les réflections parasites de la lumiére d’excitation, beaucoup
plus puissantes que le signal de fluorescence. La lumiere de fluorescence est finalement focalisée sur
la partie sensible de la caméra a I’aide d’une lentille placée a la focale.

La caméra CCD permet d’obtenir une «image» de la fluorescence de I’échantillon. Naturellement,
les zones brillantes correspondent aux domaines de I’espace ol la fluorescence est forte et les zones
sombres ou elle est faible. Avec un objectif d'un grossissement de 4, le champ de vue observé par la
caméra est un carré de 2,4 mm de coté.

Un logiciel d’acquisition (Solis Imaging Software) puis un logiciel de traitement de données (Sol-
win, programmé en C par des membres de I'équipe) ont été successivement utilisés pour exploiter les

images.

7.2 Obtention d’'un profil de pH centro-symétrique

7.2.1 Collimation du laser UV

La premiere expérience réalisée pour obtenir une structuration spatiale du pH de I'échantillon
a été de collimater simplement le faisceau laser a I'aide d'une lentille convergente de sorte a ce que
seule une portion du champ de vue soit soumise a I’excitation UV.

L'image de la figure 7.5 montre le champ de vue observé lorsqu’'une solution ne contenant que de
la fluorescéine est irradiée par le faisceau laser ainsi collimaté. [°!

Nous observons un disque lumineux approximativement centro-symétrique et dont le diametre

est évalué a 220 ym dans le champ de vue de 2.4 mm.

[b]. La longueur d’onde de la lumiére excitatrice a été choisie suffisamment haute pour ne pas exciter les molécules de

photo-acide.
[c]. Pour ne pas aveugler la caméra, des densités optiques fortes (3 ou 4) ont été placées sur le trajet du rayon laser

pour en diminuer la puissance. Ces densités ont été retirées pour les manipulations de modifications de pH photoinduites
présentées ci-dessous.
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500 microns

FIGURE 7.4 - Image du laser dans une solution de fluorescéine seule a la concentration de 1 uM dans un mélange

d’eau et d'acétonitrile (1/1).

7.2.2 Profil de pH observé

Nous avons ensuite substitué la solution de fluorescéine seule par une solution de TH,Cl; de
concentration 2 107* M dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle nous avons
ajouté de la fluorescéine a une concentration de 2 10~% M. Le volume de solution introduit entre lame
etlamelle est tel que I'épaisseur de liquide soit de 20 um. L'échantillon a ensuite été irradié par le laser

UV collimaté comme précisé plus haut. [

Bien que nous cherchions a obtenir un profil spatial de pH stationnaire sous illumination, il ne
nous a pas été possible d’'imager le profil de pH en laissant le laser UV allumé. En effet, la tres forte
puissance du laser génere une intensité de fluorescence importante qui aveugle la caméra, rendant
impossible I’observation conjointe du signal de fluorescence di a I’éventuelle variation de pH et celui

résultant de 1'excitation laser.

Pour pallier ce probleme, nous avons enregistré un film dont la premiére image correspond a la
situation initiale (avant d’allumer le laser) et montre un champ de vue homogene. Le laser est ensuite
allumé pendant 30 s puis éteint tout en laissant la caméra enregistrer les images avec une fréquence
d’acquisition de plusieurs images par seconde. [¢! La figure 7.5 montre ainsi la succession des images

obtenues apreés extinction du laser. [

Le premiere image (correspondant al’état du systeme au moment de I’extinction du laser) montre
au centre une zone sombre d'un diameétre caractéristique d’environ 400 um. La couleur sombre de la
zone signale que la fluorescéine brille moins que dans la périphérie. Nous pouvons faire ’hypothese

que cela traduit une diminution du pH de la solution dans la zone soumise a I'excitation UV.

[d]. Le pH initial est mesuré a 7.7, valeur adaptée a notre objectif puisque le temps caractéristique de la relaxation ther-

mique est de 'ordre de 180 s, ce qui est suffisamment lent pour espérer observer un phénomene.
[e]. Nous verrons dans la partie 7.2.4 que la premiere image apres extinction du laser donne une bonne approximation

de I'état photostationnaire du systeme puisque le temps caractéristique de relaxation du systeme est tres grand devant la

durée séparant deux images.
[f]. Ne voulant pas surcharger trop la figure nous avons seulement gardé une image toutes les secondes.
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FIGURE 7.5 — Succession d'images du profil spatial de pH obtenu avec une solution de TH,Cl, de concentration 2 10~* M dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50,
v/v) a laquelle on a ajouté de la fluorescéine & une concentration de 2 1075 M. Le laser émet & 375 nm avec une puissance de 10 mW (mesuré au powermetre placé juste
avant I'échantillon) ce qui correspond i 3.11078 Ei.s™! et le spot a un diametre de 200 um (soit une intensité surfacique de 1 10~* Ei.s™'.cm™2). Le pH initial de la solution

estde 7.7. T=25°C. Images espacées de 1 s.
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7.2.3 Expériences de controle

Pour confirmer cette hypothese, plusieurs expériences de controle ont alors été réalisées :

i. Nous avons montré que la variation du pH est localisée uniquement dans la zone irradiée. Pour
cela, nous avons vérifié que I'intensité de fluorescence loin de la zone éclairée garde la méme
valeur avant allumage du laser, pendant I'irradiation et aprés I'extinction du laser. Ce résultat

montre que I'acidification du milieu est uniquement locale.

ii. La stationnarité du profil spatial observé a ensuite été établie. Nous avons ainsi irradié I’échan-
tillon pendant des durées croissantes allant de 5 s a 60 s. Nous avons ensuite vérifié que d'une
part, la taille caractéristique de la zone sombre et que, d'une part, I'intensité de fluorescence
moyennée au centre de cette zone sont indépendantes du temps d’excitation. Il s’avere qu’au

dela de 30 s de temps d’exposition, le profil peut étre considéré comme stationnaire.

iii. Enfin nous avons vérifié que la variation de l'intensité de fluorescence dans la zone irradiée
par le laser est due a la présence du photo-acide. Cela a été réalisé en irradiant une solution
de fluorescéine seule a la méme composition et dans le méme solvant. Dans ce cas, le profil
d’éclairement reste homogeéne ce qui traduit le fait que le photo-acide joue un role crucial dans

la structuration du champ de vue. (¢

Ces expériences de controle confirment que la plateforme 2-hydroxyazobenzeéne est adaptée pour
moduler spatialement le pH d’une solution. De plus, 'annexe 7.C montre que d’autres types des pro-
fils spatiaux de pH ont pu étre obtenus en utilisant des géométries d’excitation lumineuse différentes,

mettant ainsi en évidence la robustesse du systeme pour moduler spatialement le pH d'un milieu.

7.2.4 Etude de Pévolution temporelle du profil apreés extinction

Les images de la figure 7.5 montrent qu'une fois I'excitation UV coupée, le profil disparait peu a
peu. In fine, I'ensemble du champ de vue est a nouveau complétement homogéne montrant que le
pH revient a la méme valeur que celle du reste du champ de vue. Cette relaxation est assurée a priori
par la relaxation thermique du 2-hydroxyazobenzeéne mais aussi par la diffusion.

Quantitativement, la figure 7.6 montre I’évolution temporelle de I'intensité de fluorescence de la
fluorescéine au centre de la zone illuminée en fonction du temps une fois le laser UV coupé. La courbe
montre que l'intensité de fluorescence revient a la valeur initiale avec un temps caractéristique de
l'ordre de 15 s.

7.2.5 Analyse dutemps caractéristique de disparition du profil avec les parametres physico-

chimiques du systéme

Il est possible de dériver des ordres de grandeur des temps caractéristiques de diffusion et de
relaxation thermique du systeme au pH considéré et de comparer ces temps au temps caractéristique

de disparition du profil de pH estimé sur la figure 7.6.

[g]. En particulier, nous avons ainsi vérifié qu'aucun photo-blanchiment du rapporteur fluorescent n’'était observé sous

excitation du laser.
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FIGURE 7.6 — Evolution de l'intensité de fluorescence de la fluorescéine au centre de la zone irradiée pendant
30 s avec le laser UV. Linstant initial correspond a la date de l'extinction du laser UV. Solution de TH,Cl; de
concentration 2 10~* M dans un mélange d’eau et d'acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle nous avons ajouté de la

fluorescéine a une concentration de 2 10°® M. Le pH initial de la solution est de 7.7. T = 25°C.

Temps caractéristique de relaxation thermique

Comme on I'a fait dans le chapitre 5 en utilisant la figure 3.11, ce temps caractéristique peut étre

évalué pour la molécule TH,Cl; a environ 180 s a pH =7.7.

Temps caractéristique de diffusion

En considérant un coefficient de diffusion de l'ordre de 10™° m?s™! pour les molécules de 2-
hydroxyazobenzeéne ou de fluorescéine,?!® le temps caractéristique nécessaire a une molécule pour
sortir de la zone de faible pH (dont la dimension caractéristique est estimée a environ 400 ym) est de
I'ordre de 160 s.

Bilan

La combinaison de la diffusion et de la relaxation thermique n’est pas triviale a modéliser analy-
tiquement. Cependant, I’estimation des temps caractéristiques des deux processus réalisée ci-dessus
permet de déduire que la combinaison des deux phénomenes se fait sur une durée au moins de I’ordre
de 180 secondes. Ce temps est trop long par rapport a celui déterminé sur la figure 7.6 (15 s).

Pour comprendre pourquoi le temps de relaxation du systeme est plus court que celui prévu par
la théorie basée sur les valeurs des grandeurs cinétiques déterminées dans les chapitres 3 et 4, nous

avons émis plusieurs hypotheses :

i. Laréaction de relaxation thermique est plus rapide que la théorie ne le prévoit car le systéme
chauffe sous irradiation a 480 nm. Pour tester cette hypothese, nous avons thermostaté le sys-
téme a 'aide d’'un module Peltier dont les caractéristiques techniques sont bien connues dans
notre équipe de recherche.!'>216 Finalement, les temps caractéristiques de relaxation se sont

révélés identiques dans les expériences thermostatées ou non thermostatées.
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ii. Les coefficients de diffusion des espéces chimiques impliquées sont beaucoup plus grands que
ceux que nous avons anticipés. Cependant, en dérivant 'ordre de grandeur du coefficient de
diffusion nécessaire pour que les molécules sortent de la zone éclairée en 15 s, on trouve une
valeur d’environ 31079 m?s~! trop élevée pour des molécules de la taille de TH,Cl; ou de la

fluorescéine. (M

iii. Lillumination a 480 nm nécessaire pour exciter la fluorescéine joue un roéle sur le temps ca-
ractéristique de la réaction d’isomérisation cis—trans. Pour tester cette hypothése nous avons
augmenté l'intensité lumineuse de la lumiére excitatrice a 480 nm en retirant un filtre neutre
et enregistré la variation de l'intensité de fluorescence de la zone illuminée 30 s par le laser
apres extinction de ce dernier. On observe alors qu’en augmentant l'intensité d'un facteur 10,

le temps caractéristique de disparition de la zone sombre est divisé par deux.

Nous avons finalement mis en évidence que I’excitation lumineuse a 480 nm qui a pour but initial
d’exciter la fluorescéine sans exciter le 2-hydroxyazobenzeéne a un effet sur la cinétique des réactions
photochimiques. Pour avoir un rapport signal sur bruit correct, il ne nous est pas possible de réduire
fortement I'intensité lumineuse de cette lumiere excitatrice. Nous avons donc décidé d’étudier préci-

sément son influence sur les réactions photochimiques dans la partie suivante.

7.3 Etude de la photochimie de la plateforme 2-hydroxyazobenzeéne vers
480 nm

Pour évaluer les effets d'une irradiation vers 480 nm sur les réactions photochimiques de la pla-
teforme 2-hydroxyazobenzeéne, nous avons ré-employé les démarches expérimentales utilisées dans
les chapitres 3 et 4. En particulier, nous avons temporairement abandonné l'illumination structurée

a deux dimensions pour revenir a des manipulations en cuvette avec un éclairement homogene.

7.3.1 Observations préliminaires

Pour mettre en évidence I'éventuel effet d'une excitation a 480 nm sur la cinétique des réactions
photochimiques de la plateforme 2-hydroxyazobenzene , nous avons repris le protocole décrit dans
la partie 4.3 du chapitre 4 a 480 nm en utilisant la méthode de relaxation avec 'absorbance comme
observable. Pour cela nous avons utilisé le spectrophotomeétre « ouvert » a barrette de diodes permet-
tant d’enregistrer la variation de ’absorbance d’une solution tout en I'irradiant continiment avec des
puissances d’excitation variables.

La figure 7.7 montre I'évolution de I'absorbance a 347 nm (maximum d’absorbance) d'une solu-
tion de TH,Cly a la concentration de 5.8 10> M dans un mélange de tampon de Britton-Robinson '#?
(acide acétique, acide borique, acide phosphorique; 0.04 M) - acétonitrile 1-1 (v/v) a pH =4, irradiée

24480 nm avec des puissances comprises entre 4.8 1078 et 3.5 1077 Ei.s7!. 1

[h]. La valeur de 1072 m2s~! concerne d’ailleurs des molécules comme I'acide salicylique, plus petites que TH,Cl; ou
que la fluorescéine. 21°

[il. La détermination de I'intensité lumineuse moyenne a 480 nm est explicitée dans la partie C.2 de I'annexe C.
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FIGURE 7.7 — Evolutions de I'absorbance a 347 nm de 1 mL d’une solution de TH,Cly a la concentration de
5.8107° M dans un mélange de tampon de Britton-Robinson'?° (acide acétique, acide borique, acide phospho-
rique; 0.04 M) - acétonitrile 1-1 (v/v) a pH = 4 irradiée a 480 nm avec des puissances de 0.32, 0.96, 1.6, 2.2, 3.2,

4.21077 Ei.s™'. T=25°C. Points : données expérimentales. Lignes : ajustements par l'équation 4.62.

Nous observons donc clairement qu'une excitation a 480 nm permet de photo-isomériser la mo-
lécule a pH acide selon la réaction TH—CH. Nous avons vérifié qu’apres extinction de la lumiere, une
relaxation thermique permettait de régénérer I'isomere trans. Les phénomeénes mis en jeu sont donc
les mémes que ceux observés lors de I'excitation UV de la plateforme. L'absorbance faible mais non

nulle des molécules au dela de 450 nm permet de justifier I'existence de ces réactions chimiques.

7.3.2 Extraction des parametres cinétiques a 480 nm

Pour obtenir les valeurs des parametres cinétiques a 480 nm, nous avons extrait les valeurs de
kg — cn €t Koy — o de 1a figure 7.7 en ajustant les courbes par I'équation 4.62. Nous avons ensuite
tracé ces valeurs en fonction de I'intensité lumineuse pour obtenir les courbes des figure 7.8 a et b.
Les données expérimentales sont ajustées linéairement par les équations 3.24 et 3.26.

Cette méme méthode a été utilisée pour extraire les parameétres cinétiques en milieu basique a

pH =11 ce qui conduit aux courbes des figures 7.8 ¢ (k_  en fonction de I'intensité lumineuse) etd

(ke . x

De tres bonnes corrélations sont obtenues aussi bien en milieu acide que basique. En particulier

-C
en fonction de I'intensité lumineuse) ajustées in fine par les équations 3.25 et 3.23. I

les ordonnées a I’origine pour les courbes a, ¢ et d sont respectivement de 0.00+0.01 s™1,0.01+0.01 57!
et 0.01+0.01 57!, en bon accord avec la valeur nulle attendue. Lordonnée a I'origine pour la courbe b
vaut 0.08 +0.01 s™! en trés bon accord avec la valeur de 0.075 s~! espérée.

On déduit ensuite des coefficients directeurs les sections efficaces d’absorption et les rendements

quantiques de photo-conversion recherchés :

ETH Py oy (480) =60 M lcem™

[jl. La variation de I'absorbance en milieu basique a été enregistrée a 435 nm, longueur d’onde du maximum d’absorp-

tion.
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FIGURE 7.8 - Dépendance des constantes de vitesse avecI'intensité lumineuse a480 nmapH =4 (a: k. cn €t
b: kCH _ TH) ;apH=11(c: kT _cet d: kc _ T). Triangles et carrés : données expérimentales, lignes : ajustements

linéaires. T = 25 °C.

£CH Py 7 (480) =50 M '.cm ™!
erdy_ o(480)=240M ' .cm™!
ec¢,_ (480) =150 M '.cm™!

by o (480) =3 %

bey .t (480) =7%

by o(480) = 7%

b 1(480) =30%

La détermination de ces mémes parameétres cinétiques a aussi été réalisée par une méthode de
modulation fréquentielle 1égerement différente de celle utilisée dans la partie 4.2 du chapitre 4. En
effet, I'observable est ici 'absorbance et pas la fluorescence d'un adjuvant fluorescent. Lannexe 7.A
présente en détails la méthode utilisée ainsi que les développements théoriques et calculatoires as-

sociés et les résultats obtenus.
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7.3.3 Nouvelle estimation du temps caractéristique de relaxation de 'expérience de struc-
turation spatiale du pH

Connaissant les valeurs des parametres cinétiques a 480 nm, il nous est alors possible de dériver
les ordres de grandeur associés a la réaction CH—TH photochimique et thermique responsable de la
disparition du profil de pH spatialement structuré apres extinction du laser.

Ce temps est lié au temps caractéristique de variation de la concentration des espéces moyennes
T et C. Les équations 3.28 et 3.29 montrent que ce temps est I'inverse de la somme des constantes
de vitesse thermiques et photochimiques : k%”; c + lcgi .~ k(_A;q T En considérant un pH initial de 7.7
comme précédemment, les équations 4.17 et 4.18 permettent d’obtenir des estimations des sections

efficaces pour les processus photochimiques a partir des valeurs de pKa ta/1, PKacH/C) ETH Py _ cppr

ST('bTaC’ ECH(pCHﬂTH et 8C¢C—>T :
ex¢r_ (PH=7.7,Ag =480 nm) =64 M ".cm ™’

egPc_v(PH=7.7,1g =480 nm) =143M '.cm™’

En utilisant ensuite les équations 3.19 a 3.22 on obtient :

k%‘” c(PH=7.7,1 = 480 nm) ~ 3.4 107257t

—

k_g" F(PH=7.7,1 =480 nm) ~ 7.6 1072571

La somme des constantes de vitesses thermiques et photochimiques k%” < + Ic’EW ot k(_A: T vaut donc
approximativement 3.4 1072 +7.6 1072 +5.6 1072 = 1.2 10~ ! s~! soit un temps caractéristique de 9 s.
Ce temps est nettement plus en accord avec le temps caractéristique extrait de la figure 7.6 ce qui

valide I'effet de I’excitation a 480 nm sur la cinétique de la disparition du profil de pH.

7.4 Obtention d’'un profil spatial stationnaire de pH 1D hors équilibre

Dans les deux premieres parties de ce chapitre, nous avons montré qu’il est possible de moduler
spatialement le pH d'un milieu a deux dimensions en utilisant une lumiére spatialement structurée.

Cependant, I'étude théorique du probléme dans la géométrie d’éclairement centro-symétrique
proposée ci-dessus n'est pas la plus aisée. Nous avons donc simplifié la géométrie du systeme en
utilisant un éclairement structuré selon une seule dimension. Pour cela nous avons généré une nappe

laser dont I’extension latérale est négligeable devant son extension longitudinale.

7.4.1 Obtention d'une nappe laser

Une nappe laser a été obtenue en intercalant deux lentilles cylindriques plano-convexes de fo-
cales 50 et 150 mm (lentilles cylindriques UV Fused Silica Plano Convex Lens) sur le trajet optique du

laser UV. La figure 7.9 représente schématiquement une lentille de ce type.

[k]. Iln’est pas nécessaire de prendre ici en compte I’absorbance de la solution puisqu’elle est tres faible devant 1 (évaluée

a environ 1072). Cela est dt 2 la tres faible épaisseur de I'échantillon (20 um).
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-

FIGURE 7.9 — Représentation schématique d'une lentille plano-convexe.

Pour déterminer I'extension spatiale du profil d’illumination obtenu, nous avons, comme précé-
demment, imagé la nappe laser dans une solution de fluorescéine de concentration 1 yuM. L'image

observée est présentée sur la figure 7.10 a.

a b

250 microns 250 microns

FIGURE 7.10 - a : Image de la nappe laser dans une solution de fluorescéine a la concentration de 1 uM dans
un mélange d'eau et d’'acétonitrile (1/1). b : Image du champ de vue observé apres irradiation pendant 30 s par
une nappe laser de 40 um de largeur caractéristique d'une solution de TH,Cl, de concentration 2 10~* M dans
un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a ajouté de la fluorescéine a une concentration de
2107% M. La solution est déposée entre lame et lamelle de sorte & obtenir une épaisseur de 20 um. T = 25°C.

Lextension latérale caractéristique du profil d’éclairement peut étre évaluée a une quarantaine de
micrometres. Parallelement, une mesure de puissance lumineuse effectuée a I’aide d'un powermetre
placé juste avant I'échantillon a permis d’estimer I'intensité lumineuse de la nappe a 3.1 1078 Ei.s™!

(soit une intensité surfacique de 3.5 107 Ei.s"!.cm™2).

7.4.2 Premieres observations

Une solution de TH, Cl; de concentration 2 10~* M dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50,
v/v) alaquelle on a ajouté de la fluorescéine a une concentration de 2 10~% M déposée entre lame et
lamelle de sorte a obtenir une épaisseur de 100 um a été irradiée par la nappe laser obtenue comme
décrit ci-dessus pendant 30 s. Limage de la figure 7.10 b montre le champ de vue observé immédia-
tement apres extinction du laser UV.

Comme dans I'expérience avec éclairement centro-symétrique, nous observons une zone dans la-
quelle I'intensité de fluorescence de la fluorescéine est affaiblie. Une fois I’excitation coupée, le profil

disparait peu a peu avec un temps caractéristique de 'ordre de la centaine de secondes.
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7.4.3 Traitement de 'image

Les images obtenues permettent de montrer que le pH du systéme n’est pas uniforme. Nous avons
traduit la mesure d’intensité de fluorescence en valeur du pH pour chacun des points du champ de

vue. Cette opération nécessite plusieurs étapes :

i. Limage brute de la figure 7.10 a est d’abord divisée par une image obtenue avec la méme solu-
tion sans illumination UV. Cela permet de corriger le profil de 'hétérogénéité spatiale de I'in-

tensité lumineuse de la lumiére excitatrice conformément a I’équation 5.5.

ii. Une corrélation entre le pH et I'intensité de fluorescence a ensuite été établie en utilisant une
solution tamponnée contenant uniquement de la fluorescéine a la méme concentration que
dans I'expérience en présence de photo-acide. Une courbe de calibration est ainsi obtenue :

elle permet de relier I'intensité de fluorescence en chaque point de la figure 7.10 b au pH.

Apres avoir ainsi corrigé puis converti chaque point de la figure 7.10 a en unité de pH, nous obte-
nons la surface présentée sur la figure 7.11 a. L'abscisse et I'ordonnée représentent les coordonnées

spatiales et ’échelle de fausses couleurs permet de quantifier le pH.

a 800 pH g b 800

700 700 f
600 600

500 |- 500

y (um)
y (um)

400 400

300 300

200 6.6 200

100 100 =
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800

X (um) X (um)

FIGURE 7.11 — Surface de pH observée apres irradiation pendant 30 s par une nappe laser de puissance
3.11078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de 3.5 107° Ei.s™'.cm™2) d’'une solution de TH,Cly de concentra-
tion 210™* M dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a ajouté de la fluorescéine a une
concentration de 2 10~ M déposée entre lame et lamelle de sorte a obtenir une épaisseur de 100 um. a : Une
irradiation a 480 nm d'une puissance de 3.21078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de 1.6 10~7 Ei.s™'.cm™2) est
appliquée a l'ensemble du champ de vue pendant toute la durée de l'expérience. b : Lirradiation a 480 nm n’'est
appliquée qu'apres extinction du laser UV. T=25°C.

Cette image met clairement en évidence une structuration spatiale du pH du milieu. En effet, dans
la zone irradiée, le pH est environ 0.5 unité plus faible que dans le reste du champ de vue formant ainsi
un puits d'une dimension caractéristique de I'’ordre de 40 um. Cependant, nous observons nettement
deux épaulements de chaque coté de la zone irradiée dans lesquelles le milieu semble plus basique
que dans la zone non irradiée. Ce résultat est surprenant mais reproductible. Pour mieux le mettre en

évidence, nous avons moyenné le profil dans la direction paralléle a I’axe de la nappe pour obtenir la
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a 7.4 b 7.4
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FIGURE 7.12 - Profil spatial de pH intégré selon la direction parallele a l'axe de la nappe UV de puissance
3.11078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de 3.5 107 Ei.s™'.cm™2) apres irradiation pendant 30 s d’une so-
lution TH,Cly de concentration 2 10~* M dans un mélange d'eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a
ajouté de la fluorescéine a une concentration de 2 108 M déposée entre lame et lamelle de sorte & obtenir une
épaisseur de 100 um. a : Une irradiation a 480 nm d’une puissance de 3.2 1078 Ei.s™! (soit une intensité surfa-
ciquede1.6 1077 Ei.s"'.cm™2) est appliquée a l'ensemble du champ de vue pendant toute la durée de l'expérience.

b : Lirradiation a 480 nm n'est appliquée qu'apres extinction du laser UV. T=25°C.

figure 7.12 a qui montre une augmentation du pH d’environ 0.1 unité pour chaque épaulement sur

une distance caractéristique de I'ordre de 70 um.

Pour tenter de comprendre 'origine de ce profil spatial stationnaire non trivial nous avons en-
trepris plusieurs expériences complémentaires en modifiant certains des parametres de la manipu-

lation.

7.4.4 Importance de I’excitation a 480 nm

Forts des résultats présentés dans la partie 7.3, nous avons essayé de voir si I'intensité de la lu-
miere a 480 nm permettant d’exciter la fluorescéine joue un réle sur I'allure du profil de pH.

Ainsi, un ensemble d’expériences préliminaires dans lesquelles 'intensité de la lumiere a 480 nm
est modifiée ont été réalisées. Devant la lourdeur expérimentale de chaque manipulation, nous n’avons
pas traité entierement toutes les expériences. Nous avons cependant pu montrer que plus I'intensité
lumineuse a 480 nm est faible et plus la hauteur des épaulements observés est atténuée.

Nous avons donc réalisé une expérience définitive dans laquelle I’échantillon n’est pas illuminé a
480 nm pendant les 30 s d’excitation laser. L'excitation a 480 nm est alors appliquée simultanément
a l'extinction du laser UV. La figure 7.11 a montre la variation du pH dans le champ de vue et la fi-
gure 7.12 b représente la moyenne de ce profil dans la direction paralléle a I'axe de la nappe laser.

Nous voyons alors tres clairement que le champ de vue a la forme d’'un puits d'une largeur ca-
ractéristique d’environ 150 pm. Ce puits correspond a une bande de I'espace dans laquelle le pH est

diminué par rapport au reste du champ de vue. Aucun épaulement n’est observé.
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Nous avons vu dans la partie 7.3 que I'excitation a 480 nm est responsable de I’accélération de la
relaxation du profil par rapport aux cas de relaxation thermique pure. Nous venons de montrer ici,

qu’elle détermine aussi la forme de la structuration spatiale du pH.

7.4.5 Importance du dioxyde de carbone dissous

Dans 'annexe 5.A du chapitre 5 nous avons mis en évidence l'influence du dioxyde de carbone
dissous a la fois sur 'amplitude et sur la cinétique de la variation de pH sous illumination. Nous
avons donc évalué sila modification de la quantité de carbonate dissous (toutes espéces confondues)
a un effet sur le profil spatial de pH obtenu sous illumination UV par une nappe laser. Deux types
d’expériences ont été réalisées : 'une dans laquelle, on fixe artificiellement la quantité d’especes car-
bonatées dissoutes dans I’échantillon et 'autre dans laquelle on tente de les éliminer autant que faire

se peut.

Modification de la concentration en espéces carbonatées

Dans un premier temps nous avons modifié la quantité des especes carbonatées dissoutes dans
I'échantillon. Cette opération est délicate puisqu’a I'équilibre thermodynamique sous une pression
en dioxyde de carbone atmosphérique donnée et a pH donné, la concentration en ions carbonate,
hydrogénocarbonate et en dioxyde de carbone dissous est fixe. !

Ainsi, pour modifier la quantité totale d’espéces carbonatées dans le milieu tout en restant a
I'équilibre thermodynamique, il est nécessaire de modifier soit le pH soit la pression partielle de di-
oxyde de carbone gazeux.

Nous avons décidé de controler la pression partielle en dioxyde de carbone dans I’échantillon.
Pour cela, nous avons ajouté a un échantillon initialement en équilibre avec le dioxyde de carbone
atmosphérique, une solution d’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCOj,) de concentration connue.
Pour pallier la variation de pH résultante, nous avons introduit des petits volumes de soude ou d’acide
sulfurique pour ajuster le pH a la méme valeur dans toutes les expériences (ici 7.2). Nous avons
ainsi obtenu des solutions de concentrations initiales apportées en HCO4 de 0 ml 1074, 1073, 1072

et 107! M. Ces solutions ont alors été placées aussi vite que possible ™ entre lame et lamelle de

[Il. En effet a’équilibre thermodynamique, on peut écrire les quatre équations suivantes :

Pco,
K = —=%
[CO,]
K - [H,CO,]
[CO,]
[HCOZ |[H;0*]
K = ————
[H,CO,]
[COZ"][H;07]
Ky = ——r— -
[HCO; ]

dans lequel la pression en CO, et la concentration en H30+ sont fixés. On obtient donc un systeme de 4 équations a 4

inconnues qui a une unique solution. Le systéme est donc invariant a la température considérée.
[m]. Correspondant a la solution en équilibre avec I'atmosphere.
[n]. La réaction hétérogene de carbonatation de la solution par le dioxyde de carbone atmosphérique et la réaction

d’aquation des molécules de CO, dissoutes pour former H,CO, sont lentes. 166 Cela nous permet de transférer la solu-
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sorte a éviter de trop fortes variations de la concentration en espéces carbonatées dissoutes par ré-
équilibrage naturel du milieu avec I'atmosphére et le systeme a été scellé pour éviter les échanges
gazeux en utilisant de I'huile de silicone. [!

Le dispositif a ensuite été soumis a I'excitation UV structurée sous forme d'une nappe laser. La

figure 7.13 montre 'ensemble des courbes obtenues pour chacune des solutions testées.

8.2

8.0

7.8

7.6

7.4

7.2

7.0

6.8 ! ! ! ! ! !
300 350 400 450 500 550 600 650

FIGURE 7.13 — Agrandissement des profils spatiaux de pH intégrés selon la direction parallele a l'axe de la nappe
UV de puissance 3.11078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de3.5 10~% Ei.s™'.cm™2) apres irradiation pendant
305 de solutions TH,Cly de concentration 2 10~* M dans un mélange d’eau et d'acétonitrile (50/50, v/v) auxquelles
on a ajouté de la fluorescéine & une concentration de 2 10~ M. Les différentes solutions ont des concentrations
apportées en hydrogénocarbonate de sodium de 0, 1074, 1073 et 1072 M et le pH a été ajusté a 7.2 par ajout
de soude ou d'acide sulfurique. La solution est déposée entre lame et lamelle de sorte a obtenir une épaisseur
de 100 um. a : Une irradiation a 480 nm d’'une puissance de 3.2 107 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de
1.6 107 Ei.s™'.cm™2) est appliquée a I'ensemble du champ de vue pendant toute la durée de l'expérience. b :

Lirradiation a 480 nm n'est appliquée qu'apres extinction du laser UV. T =25°C.

Méme si le controle de la quantité d’especes carbonatées effectivement présentes dans I’échan-
tillon est difficile a cause du caractere hors équilibre du systeme, la figure 7.13 met en évidence que la
quantité d’ions carbonatés présents en solution influe sur I’allure du profil de pH aussi bien au niveau
de la profondeur et de la largeur du puits que de la hauteur des épaulements.

Ainsi, quand la concentration en espéces carbonatées est trés grande (cas de 'échantillon a2 10~! M
par exemple), la diminution du pH dans la zone irradiée par la nappe UV est négligeable. Parallele-
ment, elle est d’autant plus importante que la concentration en especes carbonatées est faible. Cet
effet peut étre attribué au caractére tampon des espéces carbonatées. Les solutions concentrées ni-
velent la variation de pH due a I'irradiation UV.

A contrario, la hauteur des épaulements ne suit pas la méme tendance. En effet, si aucune varia-
tion de pH n’est observée a forte concentration en especes carbonatées apportées, il apparait qu’'a des
concentrations intermédiaires en ions hydrogénocarbonate (typiquement 10~ M), les épaulements

sont grands alors que la variation de pH au centre de la zone illuminée reste peu importante. Cette

tion sans ré-équilibration instantanée des concentrations des especes carbonatées.
[o]. De nombreuses méthodes ont été utilisées pour tenter de sceller le systéme, en particulier I'usage de vernis a ongle

(malheureusement solubilisé par I’acétonitrile), de colles, de para-film. La solution basée sur I'’huile de silicone a finalement

semblé la plus efficace.
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observation met en évidence le role des espéces carbonatées sur la structuration non triviale du pH

obtenue.

Dégazage de la solution

Apres avoir fait varié la concentration en espéeces carbonatées en ajoutant des ions hydrogéno-
carbonate a une solution initialement en équilibre avec I'atmosphere, nous avons tenté, a I'inverse,
d’éliminer les especes carbonatées par dégazage. Cette opération est délicate puisque I'observation
nécessite de transférer la solution dégazée sur une lame de microscope par pipetage. Pour limiter au
maximum les risques de contamination par le dioxyde de carbone atmosphérique, nous avons com-
mencé par dégazer par barbotage d’argon isolément I’eau et la solution d’acétonitrile dans laquelle
est dissous le photo-acide. Nous avons parallelement dégazé la solution de soude permettant de fixer
le pH. Nous avons ensuite réalisé le mélange, I'ajustement du pH a la valeur souhaitée, le pipetage et
le transfert entre lame et lamelle sous atmosphere d’argon en utilisant un cristallisoir surmonté d'un
entonnoir renversé et alimenté continiment en argon. Enfin, les bords de la lamelle ont été recou-
verts d’huile de silicone pour éviter au maximum les transferts de gaz entre la solution emprisonnée
et 'extérieur.

La figure 7.14 montre les surfaces de pH observées apres irradiation pendant 30 s par la nappe
laser UV et irradiation continue a 480 nm pour une solution non dégazée (a) et pour une solution
dégazée selon la méthode décrite ci-dessus (b). Parallelement la figure 7.15 montre les profils spatiaux

correspondants intégrés selon la direction parallele a I'axe de la nappe UV.

a pH 8.2 b i,
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FIGURE 7.14 — Surface de pH observée apres irradiation pendant 30 s par une nappe laser de puissance
3.1107® Ei.s™" (soit une intensité surfacique de 3.5 107° Ei.s"'.cm™2) d'une solution de TH,Cly de concentra-
tion 210™* M dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a ajouté de la fluorescéine a une
concentration de 2 10~ M déposée entre lame et lamelle de sorte & obtenir une épaisseur de 100 um. Une irra-
diation a 480 nm d’'une puissance de 3.2 1078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de 1.6 10~7 Ei.s™'.cm™2) est
appliquée a 'ensemble du champ de vue pendant toute la durée de l'expérience. a : solution en équilibre avec
l'atmosphere dont le pH a été ajusté a 7.8. b : Solution dégazée et dont le pH a été ajusté a 7.8. T=25°C.
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FIGURE 7.15 - Profil spatial de pH intégré selon la direction parallele a l'axe de la nappe UV de puissance
3.11078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique de 3.5 107 Ei.s™'.cm™2) apres irradiation pendant 30 s d’une so-
lution TH,Cly de concentration 2 10~* M dans un mélange d'eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a
ajouté de la fluorescéine a une concentration de 2 108 M déposée entre lame et lamelle de sorte & obtenir une
épaisseur de 100 um. Une irradiation & 480 nm d’une puissance de 3.2 1078 Ei.s™! (soit une intensité surfacique
de1.6 107 Ei.s~'.cm™2) est appliquée a 'ensemble du champ de vue pendant toute la durée de l'expérience. a :
solution en équilibre avec l'atmosphére dont le pH a été ajusté a 7.8. b : Solution dégazée et dont le pH a été ajusté
a78T=25°C.

Les résultats présentés sur ces deux figures confirment I'influence des espéces carbonatées sur
I'allure du profil de pH. En effet, pour la solution en équilibre avec 'atmosphere (images a), on ob-
serve un profil de pH tres proche de celui présenté dans la figure 7.11 a avec un puits étroit dans
lequel le pH est plus faible que dans le reste du champ et deux bordures dans lesquelles ils est plus
élevé. P! A contrario, les images b montrent un puits de pH plus large et sans épaulement ressemblant

fortement a celui de 'expérience sans irradiation continue a 480 nm des figures 7.12b et 7.11 b.

7.4.6 Conclusions et perspectives

Nous venons de montrer que I'allure du profil de pH obtenue sous illumination structurée a une
dimension est dépendante a la fois de I'intensité de I'illumination a 480 nm et de la quantité d’es-
peces carbonatées dans le milieu. En particulier, la combinaison des deux facteurs semble nécessaire
al'apparition des épaulements allant de paire avec le rétrécissement du puits de pH attendu.

Il apparait ainsi que les phénomenes mis en jeux sont variés, complexes et interdépendants :

— cinétique de relaxation thermique, qui dépend du pH donc de la position;

— cinétique des réactions photochimiques, qui dépendent du pH et de l'intensité lumineuse de

laser UV et de I'excitation a 480 nm ;

[p]. Le profiln’est pas exactementle méme que celui dela figure 7.11 a. En particulier, lalargeur du puits dela figure 7.15 a
estlégerement plus importante que celle de la figure 7.12 a (40 et 60 um respectivement). En effet les conditions opératoires
sont légerement différentes : le pH initial n'est pas le méme et la nappe est plus fine dans les expériences présentées sur les
figure 7.11 et 7.12.
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— cinétique des réactions avec les especes carbonatées;

— coefficients diffusion de 'ensemble des especes (y compris des espéces carbonatées et du rap-

porteur fluorescent).

Nous n’avons pour I'instant pas de modele théorique permettant de rendre compte de 'ensemble
des phénomenes observés. En particulier, nous n’avons pas encore compris quantitativement 1’ori-
gine des épaulements observés. Nous supposons actuellement que le profil de pH stationnaire non
trivial obtenu résulte de la combinaison entre des phénomeénes photochimiques et diffusifs impli-

quant des espéces carbonatées.

Nous avons ainsi entrepris comme dans la partie 5.2.7 des simulations numériques réalisées par
Raphaél PLASSON. Au moment de la rédaction de ce manuscrit, nous n’avons pas encore obtenu de

résultats totalement consistants.

Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons montré que la plateforme 2-hydroxyazobenzene est capable de gé-
nérer des profils spatiaux de pH hors équilibre a condition d’éclairer la solution de photo-acide avec
une lumiére UV elle-méme spatialement modulée. Différents profils possédant des géométries va-
riées ont ainsi pu étre observés. Ce type de profil stationnaire n’a, a notre connaissance, jamais été
décrit dans la littérature.

De nombreuses applications en lien avec le réle important des protons aussi bien en chimie qu’en
biologie peuvent étre envisagées comme le controle local d'une réaction catalysée par les protons.
De telles applications nécessitent cependant de comprendre pleinement I'origine des phénomenes
conduisant a I'obtention de structurations non triviales dans certaines conditions d’illumination et
de concentration en espéces acido-basiques dissoutes et en especes carbonatées. Les études numé-

riques en cours apporteront bientot des réponses aux questions posées.
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7.A. DETERMINATION DES PARAMETRES CINETIQUES VERS 500 NM PAR UNE METHODE DE
MODULATION FREQUENTIELLE

Annexes du chapitre 7

7.A Détermination des parametres cinétiques vers 500 nm par une mé-

thode de modulation fréquentielle

Dans cette partie, nous ré-employons la méthode basée sur I’analyse de la réponse du systeme a
une modulation sinusoidale de I’éclairement exposée dans la partie 4.2 pour déterminer les valeurs

des parametres cinétiques vers 500 nm de la molécule TH,Cl;.

7.A.1 Principe de la méthode

Dans la partie 4.2 nous avons suivi I’évolution de I'intensité de fluorescence d'un échantillon sou-
mis a une excitation UV sinusoidale. En effet, sous excitation UV, I'isomérisation de la molécule trans
géneére une variation de 'absorbance de la solution qui entraine une altération de la quantité de lu-
mieére regue par le rapporteur fluorescent et donc modifie la quantité de lumiere émise par ce dernier.

Pour déterminer les caractéristiques photochimiques de la plateforme vers 500 nm, il est difficile
de transposer exactement ce protocole. En effet, 1a variation du spectre d’absorption entre I'isomere
trans et 'isomere cis est relativement faible vers 500 nm (voir figure 4.16) ce qui ne permet pas d’en-
registrer une modification suffisamment grande de I'intensité de fluorescence du rapporteur fluores-
cent.

Pour pallier ce probléeme nous avons entrepris de suivre directement I’évolution de I’absorbance
de la solution a 365 nm sous irradiation vers 500 nm. En effet, c’est vers le maximum d’absorption de

I'isomere trans que la variation de I’absorbance sous irradiation est la plus grande.

7.A.2 Montage optique

Pour suivre I’'absorbance dans 'UV en méme temps qu’on irradie dans le visible, nous avons ré-
employé le montage optique décrit dans le Supporting Information de l'article pH drops in water
qui nous a permis de suivre I'absorbance d’une solution de THSO4KCl;. Dans I'article, nous avons
utilisé la lampe a arc du fluorimeétre pour irradier I'échantillon a la longueur d’onde de son maxi-
mum d’absorption. L'utilisation d'une diode UV de faible puissance alignée avec 1’échantillon et le
photo-multiplicateur permet ensuite de relever I'intensité de la lumiere transmise et de la relier a

I’absorbance de la solution (voir pages 10-12) selon :

1,(365)

A(365) =log 1365)

(7.1)

ou Iy (I respectivement) est I'intensité émise par la diode UV a 365 nm (faible intensité) avant de
traverser I’échantillon (apreés avoir traversé 1'échantillon respectivement).

Le photo-multiplicateur recueille I'intensité 1(365) qui est donc égale a :

1(365) (1) = 1p(365) exp(—2.3A(365)) avec (7.2)
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Or, il n'est pas possible de moduler I'intensité lumineuse de la lampe a arc. Nous avons donc
remplacé la lampe a arc par une diode cyan (ayant un spectre d’émission centré a 495 nm) montée
comme la diode UV de la partie 7.A et alimentée avec un générateur de courant modulable sinusoida-
lement. Le schéma de la figure 7.16 permet de se rendre compte de principe de fonctionnement d'un

tel systéme.

photo
diode UV > échantillon > multipli-
cateur
A
diode
cyan

FIGURE 7.16 — Schéma du montage optique réalisé au sein du fluorimeétre pour suivre l'évolution temporelle de
l'absorbance (via la variation de lintensité lumineuse transmise) tout en irradiant I’échantillon dans le visible

avec une intensité sinusoidalement modulée.

7.A.3 Théorie associée a la réponse a une excitation sinusoidale

Le principe du calcul est strictement le méme que celui employé lors de I'étude des caractéris-
tiques photochimiques de la plateforme dans 'UV par une méthode de variation fréquentielle (voir
partie 4.2) : I'échantillon est soumis a une excitation a 495 nm (/(495)) périodique sinusoidale de
faible amplitude (de sorte a rester en régime linéaire) et on enregistre la variation de ’absorbance a
365 nm (A(365)) ou plus précisément de I'intensité transmise (1(365)) en fonction du temps. L'expres-

sion de I'intensité lumineuse de la diode cyan centrée a 495 nm s’écrit :
1(495) (1) = 1p(495)(1 + esin(wt)) (7.3)

On va se placer a pH = 7.8 ou les seules especes présentes sont TH et C, de concentration [TH] et [C]

respectivement. Les constantes cinétiques associées sont donc au premier ordre en ¢ :

kDY 1y (495) (1) = k2 Oy (495) (1 + esin(w 1)) (7.4)
ki o(495)(1) = ki® (495)(1 + esin(w1)) (7.5)
Nous avons ici encore :
A(365)(1) = A°(365) + £ A (365) (1) (7.6)
avec 0 0
A(365) (1) = —2THCTTHC _ (o (365) _ o1 (365)) sin(@? — ) (7.7)

V1+ @Thy0)?
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avec

1

0
TTHC

P%c ke (495) [TH]® — k1Y% (495) [C1° = k3 py [C1° (7.9)

k. o (495) + ki 9y (495) + k5 py (7.8)

o1 [TH]? et [C]° sont les concentrations en TH et C 4 I’état photostationnaire.

On en déduit que I'observable 1(365) vaut pour le systeme considéré :

1(365) (1) = Ip(365) exp(—2.3A9(365)) eXp(—2.3£A1 (365)(1)) (7.10)

D’ol1 au premier ordre en € :

I1(365) (1) Ip(365) exp(—2.3A¢(365))(1 - 2.3e A1 (365)(1)) (7.11)

0 0
PrucTHC

1+ (a)TTHC)2

<I(365)>|1-2.3¢ (ec —eTh) sin(wt — ¢) (7.12)

ol < I(365) > représente la valeur moyenne temporelle de 1(365)(t).

On peut donc exprimer une grandeur normalisée :

1(365)(1)— < 1(365) >
_ K )<( 1)(365) (> ) PracT (e¢(365) — 1 (365)) sin(w — ¢b) (7.13)
\ / 1+ (wTTHC)2
ol ¢ s’exprime comme précédemment :
1
cos(¢p) = ———— (7.14)
V1+ @Thy0)?
WTiyg
sin(¢) = (7.15)
1+ (a)TTHC)2
On peut donc mettre I'expression de Z(¢) sous la forme :
Z(t)=Rsin(wt—¢) (7.16)
avec
0 70
R=23e——HC THC (. (365) — e (365)) (7.17)

1+ ((uTTHC)2

7.A.4 Conditions expérimentales

Considérons un échantillon de 2 mL sous agitation continue d'une solution de TH, Cl; de concen-

tration 3.9 107> M dans un mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide
phosphorique 129 (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé au pH=7.8.

Cet échantillon est placé dans le fluorimetre sous excitation UV de faible intensité et sous une

excitation sinusoidale a 495 nm de forte intensité modulée sinusoidalement avec une amplitude ¢

faible. [

[q]. Il faut cependant que la valeur de 'amplitude ne soit pas trop petite pour avoir un rapport signal sur bruit pas trop

faible a toutes les pulsations. Une étude préliminaire a permis de montrer qu'une valeur de € de 0.2 était acceptable.
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7.A.5 Résultats obtenus

La figure 7.17 montre I’évolution de Z en fonction du temps pour trois pulsations différentes de
I'excitation lumineuse (w = 25.1; 6.3; 1.6 mHz). La courbe en pointillés représente l'intensité lumi-
neuse délivrée par la diode aux alentours de 495 nm. Les données expérimentales de Z(t) ont été
ajustées selon I'équation 7.16 ce qui fournit directement les valeurs de R et de ¢ a la pulsation consi-
dérée.

La figure 7.18 a (respectivement 7.18 b) montre la variation de R (respectivement cos¢) en fonc-

tion de w.

7.A.6 Discussion des résultats

Il apparait clairement dans les résultats présentés ci-dessus que la valeur de la pulsation influe
fortement sur la réponse du systéme a une excitation sinusoidale de faible amplitude.

En effet si la pulsation est faible devant la pulsation caractéristique du systéme (qui est le rapport
de 27 sur le temps caractéristique d’évolution du systéme), alors, a tout instant le systéme est a I'équi-
libre photochimique. Il s’adapte donc a la perturbation : 'amplitude de la réponse est donc forte et le
déphasage par rapport a I'excitation tend vers zéro.

Cependant si la pulsation de I'excitation sinusoidale devient trop grande, le systeme n’est plus
capable de s’adapter instantanément. Sa réponse a la perturbation intervient donc avec un retard
d’autant plus grand que la pulsation est grande. Il en résulte :

— une faible amplitude de la réponse (a la limite quand la pulsation devient trop élevée, le systeme

n’évolue plus du tout et 'amplitude de la réponse tend vers zéro) ;

— un déphasage de plus en plus grand (a la limite quand la pulsation devient trop élevée, le sys-

téme répond en quadrature de phase avec I'excitation).

7.A.7 Dérivation des constantes cinétiques a 495 nm
Lajustement des données de la figure 7.18 par I'équation 7.17 permet de déterminer :

e =142+3s (7.18)

2.3epcTncEc —€tn) =1.0171072+8107° (7.19)

Sachant qu'au pH considéré on a: kg _p,; =6.53 1073 s71, on déduit de I'équation 7.9 la valeur de
[C]°, d’ot1 celle de [TH]?. Puis connaissant ey (365) = 17000 M~ lem™! et £¢(365) = 1300 M~ lecm™! on

utilise le systeme de deux équations 7.8 et 7.9 pour déduire :

ki o (495) 3.05107*s™* (7.20)

kLY 1 (495) = 2.05107*s7! (7.21)

On s’est placé en milieu dilué de sorte a ce qu’on ait :

2.367(495)pa—B(495)1p(495
KDY (495) ~ €Al )(PAVB( ) 1o (495) (7.22)
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FIGURE 7.17 - Fvolution de la fonction Z(t). Lintensité transmise est enregistrée i 365 nm pour une solution de
TH,Cly de concentration 3.9 1075 M dans un mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique,
acide phosphorique'® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1) fixé au pH = 7.8. Lillumination a 495 nm délivrée par la diode
cyan est de la forme 1(495)(t) = Iy(495)(1 + esin(w?)) avec e = 0.2 et I(495) = 1.23 107 Ei.s™'. a:w = 25.1 mHz;
b:w =63 mHz; ¢:w = 1.6 mHz. Trait plein : ajustement des données expérimentales selon I'équation 7.16;

pointillés : variation de l'intensité lumineuse de l'excitation a 495 nm. T=25°C.
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1000

cos @ (rad)

9o N ® ©
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FIGURE 7.18 — Evolution en échelle logarithmique de I'amplitude R (a) et du cosinus de la phase ¢ (b) de la
fonction Z(t) en fonction de la pulsation pour une solution de TH,Cl; de concentration 3.9 107° M dans un
mélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile
(1/1) fixé au pH=7.8. Triangles noirs : données expérimentales; trait plein : ajustement selon les équations 7.17

(pour a) et 7.14 (pour b).

La détermination de I'intensité lumineuse moyenne [y(495) est explicitée dans la partie C.2 de
I'annexe C. De cette valeur et de celles des coefficients d’absorption molaire a 495 nm de TH (=

1400 M 1ecm™1) et C (= 400 M~'ecm™) on déduit les rendements quantiques :

¢1H-C(495) 15 % (7.23)

¢dc-tH(A95) = 38% (7.24)

Les valeurs obtenues en utilisant la méthode relaxative décrite dans la partie 7.3 en tenant compte
du pH du milieu grace aux équations 3.19 a 3.22 sont respectivement 5 % et 36 % (a 480 nm). Compte
tenu de la modification de la longueur d’onde d’excitation, ces valeurs peuvent étre considérées en

accord raisonnable avec celles obtenues par la méthode de modulation fréquentielle.

7.B Bati du microscope d’épi-fluorescence et piéces d’optomécanique uti-

lisées.

Les éléments optiques ont été alignés avec des pieces d’optomécanique Thorlabs, placées dans le
bati du microscope présenté a la Figure 7.19. Le détail des parties est :
— Source d’illumination : Lampe Xe 100 W (LOT-Oriel, Palaiseau, France).

— Lentille de collection : plane-concave f =40 mm.

Miroir chaud Thorlabs. Bande passante 400-700 nm. Bloque les IR et protege les éléments op-

tiques.

Lentille secondaire : plane-concave f =200 mm.
Jeu de filtres : filtre dichroique (Dual Band Dichroic FF505/606-Di01) ; filtre d’excitation centré

sur 480420 nm ; filtre d’émission centré sur 525+30 nm.
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Miroir d’argent Thorlabs.

Lentille oculaire plane-concave f =100 mm.
— Caméra CCD Andor Luca-R.
Objectifs. 4x Fluar Olympus.

- Platine de microscope Olympus U-SVRM.
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FIGURE 7.19 - Vue du dessus (haut), vue principale et vue de droite (droite) du bdti du microscope. Toutes les

pieces sont usinées en duraluminum et reliées par des vis M6. Reproduit d’apres Estévez-Torres.?'*

7.C Autres types de structurations spatiales du pH

Pour montrer la robustesse du systéme, nous avons vérifié que d’autres structurations spatiales

du pH possédant des géométries moins triviales que celle du paragraphe 7.2 pouvaient étre obtenues.
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7.C.1 Utilisation d’'un systéme de diffraction

Ainsi, dans un premier temps, nous avons placé sur le trajet du rayon laser une fente de sorte a
faire diffracter faisceau laser UV. Au moment de I’extinction du laser, nous avons débuté I’acquisition.
La premiere image correspondant au profil de pH photostationnaire est présenté sur la figure 7.20 a.
On voit clairement que le pH du champ de vue est structuré en deux bandes d’environ 1.3 mm de
longueur et 0.7 mm de large, séparées d’environ 0.4 mm dans lesquelles le pH a diminué.

Nous ne nous sommes pas attardés plus longtemps sur cette géométrie d’éclairement qui nous a

juste permis de montrer que d’autres types de structuration du pH sont envisageables.

a b

500 microns 500 microns

FIGURE 7.20 — Images obtenues en faisant diffracter le rayon lumineux grdce a une fente (a) ou en déplagant la
platine du microscope de sorte a faire tracer un « L« au rayon laser. Solution de TH,Cly de concentration 2 1074 M
dans un mélange d’eau et d’acétonitrile (50/50, v/v) a laquelle on a ajouté de la fluorescéine a une concentration
de 2 1075 M. Le laser émet a 375 nm avec une puissance de 10 mW (mesuré au powermetre placé juste avant
I'échantillon) ce qui correspond a 3.11078 Ei.s™! et le spot a un diametre de 200 um (soit une intensité surfacique
de1107* Ei.s'.cm™2). Le pH initial de la solution est de 7.7. T=25°C

7.C.2 Ecriture de lettres

Nous avons ensuite tenté une expérience amusante consistant a jouer sur la lenteur de la relaxa-
tion thermique pour dessiner une lettre dans le champ de vue. Pour cela nous avons déplacé la pla-
tine de sorte a tracer un « L» avec le laser UV. La figure 7.20 b montre I'image obtenue immédiatement
apres extinction du laser sur laquelle on peut voir une zone sombre en forme de « L» dans laquelle le
pH est plus faible qu’ailleurs.

Par ailleurs la taille caractéristique de la zone sombre, plus étendue que la zone d’irradiation, est
justifiée par la diffusion des espéces photo-acides hors de la zone d’irradiation. En effet, en considé-

2

rant que le coefficient de diffusion des molécules est de 'ordre de 1072 m2s™1, 215 1a distance caracté-

ristique parcourue en 70 s peut étre évaluée a environ 120 pm
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Chapitre 8

Conclusions et perspectives

Ce travail de theése a permis d’identifier, de synthétiser, d’étudier et d’appliquer a plusieurs re-
prises une nouvelle plateforme photo-acide basée sur le squelette 2-hydroxyazobenzeéne.

Dans ce chapitre final, nous nous proposons d’abord de comparer ce systéme avec les systemes
photo-acides et photo-bases décrits dans la littérature et présentés dans le chapitre 1. Cela permet de
mettre en évidence I'originalité de notre systeme dans le paysage actuel.

Dans une deuxieme partie, plusieurs perspectives et applications potentielles de la plateforme
2-hydroxyazobenzeéne sont proposées et discutées. Certaines d’entre elles ont déja donné lieu a des

expériences préparatoires permettant de jauger de leur pertinence.

8.1 La place des photo-acides de type 2-hydroxyazobenzéne dans le pay-

sage scientifique

Nous nous proposons de comparer la plateforme 2-hydroxyazobenzéne a la littérature a travers
plusieurs éléments descriptifs pertinents inspirés des contraintes énoncées dans le cahier des charges

de la partie 2.3.

8.1.1 Variation de I’acidité sous illumination

Comme précisé dans I'étude du modele de photo-acide réversible de la partie 2.2, la variation du
pK, entre les deux états de la plateforme étudiée est une donnée fondamentale. Dans le cas de la pla-
teforme 2-hydroxyazobenzeéne, cette variation de pK, entre les isomeéres trans et cis est de’ordre de 3
unités de pH : c’est 'une des plus importantes rapportées dans la littérature relative aux photo-acides
photochromes. En effet, la plateforme diaryléthéne de Irie et al.® présente un ApK, de seulement
1.2 unité et le ApK, de la plateforme acide ortho-coumarique de Ueyama et al.!'? ne dépasse pas 0.1
unité. A contrario, la variation d’acidité entre I’état fondamental et I’état excité d'un « super acide » est
évidement largement plus grande (parfois 10 unités de différence) mais comme nous 'avons fait re-
marquer dans la partie 1.2 ces systémes se sont pas adaptés pour modifier le pH a I'échelle de plu-
sieurs millilitres.

De plus, I'étude structure / propriété menée dans le chapitre 3 a montré que la variation du pK,
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entre les formes trans et cis de la plateforme 2-hydroxyazobenzéne peut étre ajustée en choisissant

précautionneusement la nature électronique des substituants de la molécule.

8.1.2 Facilité de syntheése

Outre la forte variation de I'acidité entre les stéréoisomeres trans et cis, un des intéréts majeurs
de la plateforme 2-hydroxyazobenzeéne est sa facilité de synthese : le chapitre 3 a montré qu'une seule
étape est nécessaire et que les rendements associés sont généralement bons. Ainsi, le rapport entre le
temps de syntheése des composés et la variation d’acidité qu’ils génerent est tres favorable a la plate-
forme 2-hydroxyazobenzéene par rapport a toutes les autres plateformes photochromes de la littéra-

ture.

8.1.3 Modification du pH sous illumination

Le premier objectif de ce travail de thése était de proposer une plateforme capable de modifier
efficacement le pH d’'une solution al’échelle de quelques millilitres. Le chapitre 5 a permis de montrer
que la plateforme 2-hydroxyazobenzeéne répond parfaitement a cet objectif. En effet, des variations
de pH d’une amplitude d’environ 2 unités de pH ont ainsi pu étre enregistrées.

Cette valeur est cependant inférieure a celle obtenue avec les groupements protecteurs de protons
(environ 5 unités de pH) 3> ou par Irie avec la base carbinol du vert malachite (environ 4 unités de
pH).% Comme nous le montrons ci-dessous, ces plateformes ne sont cependant soit pas réversibles

soit peu adaptables.

8.1.4 Mesure directe de la variation du pH

Dans le chapitre 5 de ce travail de these nous avons également montré que la variation de pH
induite par la plateforme 2-hydroxyazobenzene peut étre mesurée en utilisant des méthodes parfois
tres simples (comme dans le cas de la méthode potentiométrique basée sur I'usage d'une électrode
de verre). En paralléle, nous avons vu que la mesure optique du pH est également compatible avec
le systeme 2-hydroxyazobenzene (comme dans le cas de la mesure fluorimétrique basée sur 'usage
d’un rapporteur de pH fluorescent). A notre connaissance, aucune mise en évidence directe de la mo-
dulation de pH photoinduite par un photo-acide sous illumination n’a été effectuée dans la littérature

al'exception des travaux de Irie sur la base carbinol du vert malachite.

8.1.5 Cinétique des réactions photochimiques et thermiques

Comme évoqué dans la partie 2.2, la cinétique des réactions d’inter-conversions entre les deux
états du systeme est un facteur déterminant sur la variation du pH potentiellement accessible. Nous
avons montré dans le chapitre 4 que la plateforme 2-hydroxyazobenzene posséde des caractéristiques
cinétiques adaptées (tant photochimiques que thermiques) qui ont permis de modifier le pH d'une
solution sous illumination comme illustré dans le point précédent.

Cependant, forts de I’étude générale que nous avons menée sur plusieurs des membres la plate-

forme 2-hydroxyazobenzeéne nous avons mis en évidence que I'une des forces de la plateforme réside
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dans 'adaptabilité de la cinétique de ses réactions d’interconversion. En effet, si la modification de
I'intensité lumineuse d’éclairement permet de controler la cinétique des réactions photochimiques,
nous avons montré que la modification de la structure des molécules permet de régler finement la
cinétique de la réaction de relaxation thermique, et cela sur plusieurs ordres de grandeur. Ainsi, le
choix d’'une structure moléculaire combinée au réglage d'une intensité d’excitation adaptée permet
de controdler la forme de la modulation de pH désirée.

La littérature propose peu de systemes permettant une adaptabilité aussi grande et trop rares sont
les plateformes présentées avec assez de données physico-chimiques pour pouvoir prévoir ab initiole
comportement sous illumination. Encore une fois, seul Irie a étudié la variation de la cinétique de re-
laxation de sa plateforme triphénylméthyléne en fonction de la nature électronique des substituants

engagés.®

8.1.6 Modulation périodique de pH photo-induite

Compte tenue de 'adaptabilité cinétique de la plateforme photo-acide 2-hydroxyazobenzene ex-
posée ci-dessus, il a été possible de combiner une molécule dont le temps de relaxation thermique
est court avec une excitation lumineuse sinusoidalement modulée pour obtenir une variation pério-
dique du pH de la solution avec une période de quelques dizaines de secondes comme exposé dans
le chapitre 5. Une telle modulation de la concentration en protons a déja été réalisée une unique fois
dans la littérature avec la base carbinol du vert malachite d’Irie®® mais la période des oscillations est

d’environ une heure.

8.1.7 Adaptabilité de la plateforme au milieu aqueux

La plateforme 2-hydroxyazobenzéne ne s’est pas montrée initialement soluble en milieu aqueux.
Cependant des aménagements fonctionnels ou l'utilisation d’adjuvants solubilisants ont permis de

la rendre opérationnelle dans I’eau pure comme illustré dans le chapitre 6.

8.1.8 Structuration spatiale du pH

Enfin, la forte résolution spatiale de la perturbation lumineuse nous a permis de réaliser des pro-
fils spatiaux de pH hors équilibre dans des géométries non triviales. L'obtention de tels profils sta-

tionnaires n'a encore jamais été décrite dans la littérature a notre connaissance.

8.2 Perspectives

8.2.1 Déplacement vers le rouge de la longueur d’onde d’absorption des molécules
Intérét de se déplacer vers les hautes longueurs d’onde

Comme évoqué dans la partie 2.3.4, les applications biologiques éventuelles d’'une plateforme
photo-acide nécessitent que les composés absorbent a des longueurs d’onde aussi hautes que pos-
sible de sorte a ce que la lumiére ne soit pas majoritairement absorbée par les chromophores endo-

génes et puisse y induire des photo-réactions parasites. 17118
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Lensemble des molécules étudiées dans ce travail de these absorbent globalement en dessous de
400 nm pour la forme TH. Pour augmenter la longueur d’onde du maximum d’absorption en gardant
le motif « trichloro » sur le noyau phénolique, nous avons donc entrepris d’augmenter la conjugaison
de la partie aniline de la molécule. Nous avons ainsi choisi de substituer I’aniline par une naphthyla-
mine naturellement plus conjuguée. Les précurseurs a-naphthylamine et f-naphthylamine ont été
utilisés pour conduire aux 2-hydroxyazobenzénes a—NaphtTH,Cl; et f—NaphtTH, Cl; par couplage

diazoique classique. '3>136 Les molécules obtenues sont présentées sur la figure 8.1.

N=N  Cl N=N  Cl
HO cl HO cl
cl cl
a-NaphtTH ,Cl3 B-NaphtTH >Cl3
(55 %) (60 %)

FIGURE 8.1 - Molécules de a—NaphtTH,Cl, et f—NaphtTH,Cl, et rendements associés.

Etude physico-chimique des molécules

L'étude physico-chimique préliminaire des molécules a—NaphtTH,Cl; et f—NaphtTH,Cl; a été
effectuée comme décrit dans le chapitre 3. En particulier les spectres d’absorption associés sont pré-
sentés en annexe B de ce manuscrit. Nous avons ainsi déterminé les longueurs d’onde des maxima
d’absorption des formes TH et T. Le tableau 8.1 rapporte les valeurs obtenues. On observe ainsi que
a—NaphtTH, Cl; subit un réel effet bathochrome par rapport a la molécule TH,Cl; : on passe d'une
longueur d’'onde du maximum d’absorption de 347 nm pour TH, Cl; & 422 nm pour a—NaphtTH,Cl;.
A contrario, I'effet est quasi nul dans le cas de f—NaphtTH,Cl; dontlalongueur d’'onde du maximum

d’absorption est de seulement 354 nm.

Amax(TH) (M) Aax(T) m) et Amay) M 7187 er(Amay) M71s™h
a—NaphtTH,Cl, 422 444 10000 4500
,B—NaphtTHZCl3 354 445 23000 7000

TABLE 8.1 - Caractéristiques photo-physiques de a—NaphtTH,Cl; et f—NaphtTH,Cl;. Mélange tampon
Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique*?® (0.04 M)) / acétonitrile (1/1). T = 25 °C.

217,218

Ce résultat est en accord avec la littérature qui rapporte que la longueur d’onde du maxi-

mum d’absorption du a-naphtalenyldiazobenzeéne vaut 372 nm (dans I’éthanol) alors que celui du

B-naphtalenyldiazobenzeéne est de 328 nm.

Nous avons ensuite déterminé les valeurs des constantes thermodynamiques des équilibres TH/T
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et CH/C ainsi que la constante de la vitesse du processus de relaxation thermique CH—TH. Ces va-

leurs sont présentées dans le tableau 8.2.

K. K. KA
PKRatH/T PXKacH/C CH— TH
+0.1 +0.1 +0.1 (min™1)
a—NaphtTH,Cl, 9.3 7.0 3.9
S—NaphtTH,Cl, 9.2 6.8 9.8

TABLE 8.2 - Valeurs des constantes thermodynamiques et cinétiques de a—NaphtTH,Cl; et f—NaphtTH,Cl,.
Meélange tampon Britton-Robinson (acide acétique, acide borique, acide phosphorique'®® (0.04 M)) / acétonitrile
(1/1). T =25°C.

Les pK, des formes trans et cis sont proches de ceux trouvés pour TH, Cl; (9.4 et 6.6 respective-
ment). Pour le f—NaphtTH,Cl, la valeur trouvée est également en accord avec I'équation 3.2.3 issue
de la corrélation d’énergie libre (on trouve une valeur de 9.2 en utilisant 0.170 comme constante de

Hammett '#* pour le substituant f-naphthyle). [

Les valeurs des constantes de vitesse de la réaction de relaxation thermique sont globalement éle-
vées. Pour f—NaphtTH,Cl;, la corrélation d’énergie libre de I'équation 3.34 donne une valeur d’envi-
ron 20 min~! deux fois plus grande que la valeur obtenue expérimentalement sans que d’explications

claires de ce phénomeéne soient avancées.

Perspectives

Pour l'instant, nous avons montré qu’il est possible de synthétiser des composés de la plate-
forme 2-hydroxyazobenzéne dont la conjugaison est augmentée par rapport a celle des molécules
présentées dans le chapitre 3. Une étude spectroscopique a mis en évidence que seul le composé
a—NaphtTH,Cl; est sujet a un déplacement vers le rouge de son maximum d’absorption par rapport
a la molécule TH,Cl;. Les études physico-chimiques menées ensuite ont permis de confirmer que
cette molécule a des caractéristiques thermodynamiques et cinétiques (quant a la relaxation ther-
mique) adaptées a I'obtention de variations de pH photoinduites dans les conditions exposées dans

ce travail de these.

Des développements synthétiques et analytiques supplémentaires sont néanmoins nécessaires
pour augmenter la solubilité de ces composés dans I'’eau. Une molécule deux fois sulfonées (repré-
sentée sur la figure 6.8 a la fin du chapitre 6) présentant un motif a-naphthyle a été synthétisée dans
cet objectif. Si sa solubilité aqueuse est tres forte (jusqu'a environ 10 mM), la longueur d’onde de son

maximum d’absorption n’est pas augmentée par rapport a TH,Cly (Amax(TH) = 349 nm).

[a]. Lavaleur de la constante de Hammett pour le substituant a-naphthyle n’a pas été trouvée.

241



CHAPITRE 8. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

8.2.2 Catalyse photo-stimulée de réactions organiques
Réactions organiques catalysées par les protons

Un grand nombre de réactions en chimie organique sont catalysées par des acides ou des bases.
Le controdle de la cinétique de telles réactions par la lumiére en utilisant un photo-acide ou une photo-

base peut donc étre envisagé.

Ainsi, nous avons montré dans la partie 1.3.4 qu'une photo-base s’appuyant sur le photochro-
misme de la plateforme azobenzene a été utilisée par Hecht et al. pour photo-catalyser une réaction

de condensation de Henry. 176

Voulant vérifier si la plateforme 2-hydroxyazobenzene peut réaliser le méme type de controle,
nous avons cherché une réaction organique catalysée par un acide et adaptée a notre systeme. La
figure 8.2 présente plusieurs de ces réactions. Dans chaque cas, un acide (noté AH) échange un proton
avec 'oxygene de la fonction carbonyle ou acide carboxylique pour conduire a un ion acyloxonium

procédant ainsi a une activation électrophile de I’atome de carbone.

a b
0
Rl O O_Rz
4R- R~/ + 2HO-R, ——— R~ + HO
O_Rz
AH
Acetal
0 N-R;
e Ri— + HN-R, ——— R—~7  + HoO
® Imine
OrH O-H
Ry ~— R—@ o) O-R,
R R4 + HO-R, ——— R~ + HO
OH o)
Ester

FIGURE 8.2 - a : Principe de l'activation électrophile d’'un carbonyle ou d’'un acide carboxylique par catalyse acide

générale. b : Exemples de réactions organiques acido-catalysées : acétalisation, synthese d’imine et estérification.

Choix de la synthese d’imine

Parmi ces réactions, nous nous sommes plus particulierement intéressés a la réaction de synthese
d’imine a partir d'un aldéhyde et d'une amine. En effet cette réaction est connue pour étre sensible
ala concentration en protons tant cinétiquement que thermodynamiquement.2!9?29 De plus, elle a
I'avantage d’étre facile a suivre par RMN 'H puisque le proton porté par le carbone sp? de I'aldéhyde
et de I'imine sont des signaux fins qui ont respectivement des déplacements chimiques vers 10 ppm

et vers 8.5 ppm (voir figure 8.3).
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imine
aldéhyde L

FIGURE 8.3 — Spectre RMN ! H montrant les déplacements caractéristiques d’'un aldéhyde (vers 10) et d’une imine

(vers 8.5) lors de la réaction entre une aniline et un benzaldéhyde.

Premiers résultats expérimentaux

La cinétique de la réaction présentée sur la figure 8.4 a donc été étudiée en présence ou non de
photo-acide, sous illumination ou dans I'obscurité. Ainsi, le benzaldéhyde (un équivalent) a été mis
aréagir avec I'aniline (un équivalent) dans de I'acétonitrile. Le milieu réactionnel obtenu a été placé

dans quatre tubes RMN. Dans deux de ces tubes, le composé TH,Cl; (0.1 équivalent) a été ajouté.

/O acétonitrile / N@
+ HN R
r.t.

1éq. 1 éq.

FIGURE 8.4 - Réaction de formation d’'imine entre le benzaldéhyde (66 mM, 1 éq.) et l'aniline (66 mM, 1 éq.) dans

U'acétonitrile a température ambiante.

Quatre expériences paralleles ont été réalisées :

i. un tube ne contenant pas TH,Cl; a été laissé a I'obscurité;
ii. un tube contenant TH,Cl; a été laissé a 'obscurité;
iii. un tube ne contenant pas TH,Cl; a été irradié a 365 nm;
iv. un tube contenant TH,Cl; a été irradié a 365 nm.

Lavancement de la réaction dans chacun des quatre tubes a été suivi par RMN. La figure 8.5 pré-
sente les résultats obtenus.

A partir des courbes de la figure 8.5 il est possible d’extraire :

— le temps caractéristique de complétion de la réaction noté 7 ;

— la proportion d'imine atteinte a I'équilibre.

Le tableau 8.3 fournit ces grandeurs dans les quatre conditions expérimentales.

Nous observons que, sans irradiation, la vitesse de la réaction de formation de I'imine est du

meéme ordre de grandeur dans les tubes avec et sans TH, Cl;. (bl

[bl. La vitesse est légerement plus rapide dans le tube ot TH, Cl; a été ajouté. Cet effet peut étre attribué au fait que le

photo-acide est un acide faible méme quand il n’est pas irradié et peut donc catalyser la réaction de synthese d’imine.
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FIGURE 8.5 — Evolution du pourcentage d’imine formée au cours du temps lors de la réaction entre le benzaldé-
hyde (66 mM, 1 éq.) et 'aniline (66 mM, 1 éq.) suivie en comparant les aires des pics aldéhyde et imine en RMN
'H. a : Solutions gardées a l'obscurité. Triangles : sans TH,Cly. Carrés : avec TH,Cl, (6.6 mM, 0.1 éq.). T=25°C.
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b : Solutions illuminées a 365 nm. Triangles : sans TH,Cl,. Carrés : avec TH,Cl; (6.6 mM, 0.1 éq.).

Sans lumieére Avec lumiere

T (min) | %ijmine al’équilibre | 7 (min) | %jmine a I’équilibre
sans TH,Cl, 800 59 200 78
avec TH,Cly 600 61 10 77

TABLE 8.3 — Données relatives au suivi cinétique de la réaction entre le benzaldéhyde (66 mM, 1 éq.) et l'aniline

(66 mM, 1 éq.) avec ou sans TH,Cl, (6.6 mM, 0.1 éq.) ; sous irradiation a 365 nm ou dans l'obscurité.
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A contrario, sous irradiation, la vitesse de la réaction est 20 fois plus rapide dans le tube ou TH, Cl;
a été ajouté que dans l'autre, prouvant ainsi le un role photo-catalytique du photo-acide.

De maniere assez surprenante, la vitesse de la réaction dans les tubes ne contenant pas de 2-
hydroxyazobenzene est plus grande sile tube est éclairé que s’il nel’est pas. Cet effet peut étre attribué
a la forte augmentation de température (environ 10 °C) dans le tube éclairé par la lampe UV de forte
puissance. On peut supposer que cet échauffement justifie également la variation de la constante
d’équilibre conduisant a des proportions d’imine différentes a I'équilibre thermodynamique dans les

tubes éclairés et non éclairés.

Perspectives

Les expériences préparatoires présentées ci-dessus ont permis de prouver que la plateforme 2-
hydroxyazobenzéene peut étre utilisée comme un photo-catalyseur de certaines réactions organiques.
Si des expériences complémentaires sont encore a mener, on peut d’ ores et déja imaginer des appli-
cations prometteuses.

En particulier, la réaction de syntheése d’imine a été largement mise en ceuvre dans le cadre de la
chimie dynamique combinatoire, une branche de la chimie supramoléculaire. 2217225

Dans le cadre de I'optimisation de la structure moléculaire d'un récepteur pour la reconnaissance
d’'une molécule cible, la chimie dynamique combinatoire propose de laisser la molécule cible choisir
par elle-méme son meilleur récepteur. Le principe de la technique est de mélanger plusieurs molé-
cules (appelées « briques élémentaires ») pouvant réagir les unes avec les autres de facon réversible.
On obtient ainsi une «bibliotheque dynamique combinatoire » constituée d'un ensemble de récep-
teurs potentiels a I'équilibre thermodynamique comme illustré sur la figure 8.6. Les propositions re-
latives de chacun des récepteurs potentiels sont déterminées par leur stabilité thermodynamique.
Lorsque la molécule cible est introduite dans le systeme, les équilibres de formation des récepteurs
potentiels sont déplacés de sorte a ce que seul le meilleur récepteur pour la molécule cible soit am-

plifié. Il est ensuite possible d’isoler ce récepteur optimal.

)‘}Q *Hm L
®,
e

5

FIGURE 8.6 — Exemple schématique d'une petite bibliotheque dynamique combinatoire composée de quatre ma-
crocycles formés par échange réversible entre cing briques élémentaires. Le profil d’énergie libre du systeme est
représenté en bleu et les proportions relatives de chaque macrocycle sont figurées par des boules jaunes. L'addi-
tion d’'une molécule cycle entraine l'amplification du récepteur le mieux adapté au détriment de tous les autres.
Reproduit d'apreés Otto et al.??®

Les réactions de syntheése d'imine, d’oximine et d’hydrazone ont été particulierement employées
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en chimie dynamique combinatoire puisque ce sont des réactions qui sont rapidement sous controle
thermodynamique.??$?27 Ces réactions étant catalysées par des protons, la modulation du pH du
milieu (ou plus généralement la modulation de I'acidité d'un photo-acide présent dans le systeme)
peut donc apporter une dimension supplémentaire a 'application des bibliotheques dynamiques

combinatoires pour la sélection de récepteurs comme illustré par Giuseppone et al. 228229

8.2.3 Photo-modulation de la charge de nano-particules chargées
Principe

Nous avons mis en évidence que les molécules de type TH,Cl; possedent un pK, de I'ordre de 9
pour la forme trans et de 6 pour la forme cis. Ainsi, en se placant a un pH intermédiaire, il doit étre
possible de faire passer la molécule d'un état neutre a un état chargé sous irradiation lumineuse.

Cette modulation de charge photo-induite peut se traduire par des mobilités électrophorétiques
différentes entre les deux isomeéres. Pour mettre facilement en évidence ce phénomeéne, nous avons
eul'idée de greffer des molécules de la plateforme 2-hydroxyazobenzene sur une nanoparticule fluo-
rescente. En se placant dans des conditions judicieuses de pH, la nanoparticule ainsi fonctionnalisée
doit étre neutre dans ’obscurité et acquérir une charge négative sous illumination comme illustré sur
la figure 8.7.

- C_

C N | P

c \C_

c
FIGURE 8.7 — Représentation schématique de la variation de la charge d’'une nanoparticule fluorescente sous

illumination UV. Pour obtenir un tel phénoméne, le pH du milieu doit étre intermédiaire entre le pK, du couple
TH/T et celui du couple CH/C.

Les nanoparticules choisies font partie de la famille des quantum dots. 1l s’agit de nanocristaux
semi-conducteurs dont la taille est comprise entre 1 et 10 nm. Ces nanoparticules possedent des pro-
priétés optiques uniques?*° qui leur conférent une trés grande fluorescence (avec des rendements
quantiques parfois supérieurs a 85 %).23! De plus, ils sont peu sujet au photoblanchiment et pos-
sedent des bandes d’émission fines. Ces objets suscitent donc un grand intérét en particulier dans le
domaine de I'imagerie d’échantillons biologiques. 232233

Les expériences préliminaires sont réalisées par Jérome QUERARD dans le cadre de son stage de
Master 2 au sein de notre équipe dans le cadre d’'une collaboration avec Valérie MARCHI-ARTZNER

(Université de Rennes 1, CNRS UMR 6226).

Synthése des nano-objets

Le 2-hydroxyazobenzene choisi pour étre greffé sur les quantum dots est TH(CH,NH,)Cl; déja

utilisé pour fonctionnaliser un polymere hydrosoluble dans le chapitre 6.
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Pour assurer la stabilité colloidale des quantum dots dans I'eau, il est nécessaire de greffer des li-
gands sur les nanoparticules. Le choix de ligand retenu est un peptide NH,, -Cys-Cys-Cys-NH-(PEG)g-
CH,CH, CO,H possédant trois cystéines (qui se lient a la surface du quantum dot par I'intermédiaire

des atomes de soufre) représenté sur la figure 8.8.

SH
(0] H O
H,oN \ N NWOV\W NH,
H o H 6 o
SH SH
FIGURE 8.8 - Structure du peptide non fonctionnalisé.

De plus, ce peptide peut étre lui méme modifié pour y fixer covalemment un 2-hydroxyazobenzene.
La figure 8.9 présente la voie de synthese utilisée pour accrocher la molécule TH(CH,NH,)Cl; au
peptide. La premiére étape est un couplage amide classique entre TH(CH,NH,)Clj et le peptide Boc-
Cys(Trt)-Cys(Trt)-Cys(Trt)-NH-(PEG)-CH,CH,CO,H dont I'extrémité N-terminale est protégée par
un Boc et les fonctions thiol des cystéines par des groupements trityles. La seconde étape permet de
déprotéger les groupements protecteurs.

Les peptides ont ensuite été greffés sur des quantum dots par échange de ligands.?34?3% Des ob-
jets possédant des rapports molaires différents (0, 2.5, 5, 10 et 15 %) entre le nombre de peptides
fonctionnalisés par un 2-hydroxyazobenzeéne et le nombre de peptides non fonctionnalisés ont été

obtenus.

Perspectives

Les premieres caractérisations par spectroscopie UV-visible et fluorimétrie ont été effectuées. Ce-
pendant d’autres parametres physico-chimiques restent a déterminer tels que :

— les tailles caractéristiques des objets et leurs coefficients de diffusion, mesurables par spectro-

scopie de corrélation de fluorescence (FCS) et par électrophorese capillaire;

— les mobilités électrophorétiques dans I'obscurité et sous illumination, mesurables par électro-

phorése capillaire et en micro-systemes.

En supposant qu'une variation de la mobilité électrophorétique puisse étre observée sous irradia-
tion, il sera possible de concevoir de nombreuses applications mettant en jeu la photo-modulation
de la charge d’'un objet fluorescent. Dans un premier temps, il sera par exemple possible d’envisa-
ger de controler localement I'adhésion des nanoparticules photosensibles sur de surfaces chargées

positivement.

247



CHAPITRE 8. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cl Cl STrt

o) o0
BocHN N o)
N, NH, + B0C N NSO con
N H o H 6
OH

Cl STrt STrt

DMAP (1.5 eq), NHS (1.5 eq.), EDC (1.5 eq.)
DMF, 12 h, 25 °C

STrt

cl Cl
BocHN i “ i o H N
. 0
o) o) HO ClI

STrt STrt

TFA: CH2C|2 . (CstH)Z (50 145 5)
3h,25°C

. ST c. g
HoN N o} N N 9
0 o)
SH SH Ho  cl
Ph
Tt = $—<Ph
Ph

Boc = %
L ¢

FIGURE 8.9 - Schéma de synthése du peptide fonctionnalisé par TH(CH,NH,)Cl; et rende-
ments associés. DMAP : diméthylaminopyridine; NHS : N-hydroxysuccinimide; EDC : 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide; TFA : acide trifluoroacétique.
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Annexe A

Organic Syntheses

A.1 General Information

The starting materials were purchased from Sigma, TCI Europe and Fisher Scientific; they were
used without further purification. Melting points were determined with a Biichi 510 capillary appara-
tus. 'H, 13C, and 'F NMR spectra were recorded at room temperature on a Bruker AM 250 SY spectro-
meter; in 'H and '3C NMR, chemical shifts are reported in ppm with the (protonated) solvent as inter-
nal reference ('H, CHCl3 in CDCl3 7.26 ppm, CHD,SOCD3 in CD3SOCD3 2.49 ppm; '3C, 13CDCl; in
CDCl3 77.0, 3CD3SOCD3 in CD3SOCD3 39.7 ppm) ; coupling constants ] are given in Hz. Mass spectra
(low and high resolutions) were performed by the Laboratoire de Spectrométrie de Masse de 'ENSCP
(Paris) and the Laboratoire de Spectrométrie de Masse de 'lCSN (Gif sur Yvette). Micro-analyses were
performed by the Service de Microanalyse de I'ICSN (Gif sur Yvette). Column chromatography (CC)
and analytical thin-layer chromatography (TLC) were conducted on silica gel 60 (0.040-0.063 nm)
Merck and on Merck silica gel 60 Fo54 precoated plates (UV detection at 254 nm) respectively.

A.2 General procedure for diazoic coupling

The azo molecules were synthesized according to published procedures. 34137 A solution of so-
dium nitrite (414 mg, 6 mmol, 1.1 eq.) in water (5 mL) at less than 5°C was added in small volumes
to the stirred solution of aniline (5.4 mmol) in conc. HCI (2 mL) and water (2 mL) cooled below 5°C
by immersion in a crushed ice bath (during the addition, the temperature was prevented from rising
above 5°C). The resulting cold solution of diazonium salt was very slowly added to a solution of 2,4,5-
trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (5-15 mL) cooled at 5°C by immersion
in a crushed ice bath assisted by the direct addition of about 5 g of crushed ice. After complete addi-
tion, the mixture was allowed to stand in an ice bath for 1 h with occasional stirring and was eventually
acidified with concentrated chlorhydric acid until the diazo precipitated as a solid. The resulting solid
was filtered, washed with cold water and dried over P,Os in vacuo. Most products were recrystallized

at least once for analytical purpose.
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A.3 Syntheses in the THXCI, platform

THOMeCls;

HO Cl

Cl

3,4,6-Trichloro-2-(4-methoxy-phenylazo)-phenol

p-Anisidine (664 mg, 5.4 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v)
NaOH (10 mL). 517 mg of THOMeCl; as a brown solid (recrystallized in ethanol for analytical pur-
pose). Yield : 30 %.

m.p.: 179 °C;

IH-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) 6 14.59 (s, 1 H), 7.90 (d, 2 H, J = 8.8 Hz), 7.50 (s, 1 H), 7.03
(d,2H,J=8.8Hz),3.90 (s,3H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) 6 163.9, 149.7, 144.4, 134.3, 134.2, 132.6, 125.4 (2), 124.0,
121.5,115.3 (2), 56.1;

Elemental Analysis : (%) for C13HgCI3N2 0> (331.6) : C47.09, H 2.74, N 8.45, 0 9.65; found : C 46.93,
H2.86,N8.17,09.83;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z330 [M*]; MS (EI, HR) : 329.9733 (calcd mass for C;3HgN,0,3°Cl3 :
329.9730).

THMeCls
N=N Cl
HO Cl
Cl

3,4,6-Trichloro-2- (4-methyl-phenylazo)-phenol

p-Toluidine (578 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (W/v)
NaOH (4.5 mL); 1.102 g of THMeCl; as a yellow solid (purified by column chromatography with di-

chloromethane as eluent for analytical purpose). Yield : 65 %.
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m.p.: 161 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) & 14.67 (s, 1 H), 7.81 (d, 2 H, J = 8.3 Hz), 7.53 (s, 1 H), 7.33
(d,2H,J=8.3Hz),2.45(s,3H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCls, 298 K) & 149.9, 148.0, 144.0, 139.1, 134.5, 134.2, 133.0, 130.6
(20), 123.9, 123.3 (20), 21.9;

Elemental Analysis : (%) for C13H9CI3N>O (314.0) : C49.48, H 2.87, N 8.88, O 5.07; found : C 50.01,
H 3.01,N 8.39, 0 4.93;

Mass spectrometry : MS (CI, CHy) : m/z 315 [M+1]; MS (CI, CHy4, HR) : 314.9867 (calcd mass for
C13H19N20%°Cl; : 314.9859).

THE(Cl,

HO Cl

Cl

3,4,6-Trichloro-2-(4-ethyl-phenylazo)-phenol

4-Ethyl aniline (654 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v)
NaOH (4.5 mL). 1.28 g of THEtCl3 as a brown solid (recrystallized in ethanol for analytical purpose).
Yield : 72 %.

m.p.: 138 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) § 14.58 (s, 1 H), 7.77 (d, 2 H, ] = 8.4 Hz), 7.44 (s, 1 H), 7.31
(d,2H,J=8.4Hz),2.71(q,2H,/=8.0Hz),1.27 (t,3H, J=8.0 Hz);

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 150.1, 149.9, 148.1, 134.4, 134.1, 132.9, 129.3 (2C),
123.8, 123.2 (2C), 121.5, 29.1, 15.3;

Elemental Analysis : (%) C14H;1CI3N2O (329.6) : C51.01, H 3.36, N 8.50, O 4.85; found : C 51.09, H
3.25,N 8.36, 0 4.91;

Mass spectrometry: MS (EI) : m/z327.92 [M+] ; MS (ESI, HR) : 329.0023 (calcd mass for C1aHp03® CI3N5,0:
329.0015).

THSMeCl;
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HO Cl

Cl

3,4,6-Trichloro-2-(4-methylsulfanyl-phenylazo)-phenol

p-Methylsulfanyl aniline (750 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10
% (w/v) NaOH (4.5 mL). 1.18 g of THSMeCl; as an orange solid (recrystallized in ethanol for analytical
purpose). Yield : 63 %.

m.p.: 186 °C;
IH-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) § 14.55 (s, 1 H), 7.81 (d,2 H, J = 8.6 Hz), 7.50 (s, 1 H), 7.31
(d,2H,/=8.6Hz),2.54 (s,3H);

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 149.8, 147.1, 146.3, 134.3, 134.2, 132.9, 126.2 (2C),
124.0, 123.6 (2C), 121.5, 15.1;

Elemental Analysis : (%) for C13HgCI3N,OS (347.6) : C 44.91, H 2.61, N 8.06; found : C 44.94, H
2.49,N 7.98;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z348.35 [M*]; MS (ESI, HR) : 346.9599 (calcd mass for C13H1035C13N20 :
346.9579).

3,4,6-Trichloro-2-(4-phenylazo)-phenol

Aniline (502 mg, 5.4 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH
(15mlL). 1.14 g of TH,Cl; as a red solid (recrystallized in ethanol for analytical purpose). Yield : 70 %.

m.p.: 143 °C;
TH-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) 6 14.62 (s, 1 H), 7.94-7.90 (m, 2 H), 7.57-7.52 (m, 4 H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCls, 298 K) § 150.1, 149.8, 134.8, 134.2, 133.5, 132.9, 129.9 (2), 124.0,
123.2 (2), 121.7;
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Elemental Analysis : (%) for C12H7CI3N,O (301.6) : C47.79, H 2.34, N 9.29; found : C 47.83, H 2.32,
N 9.27;

Mass spectrometry : MS (CI, CHy) : m/z 301 [M+1]; MS (CI, CHy, HR) : m/z 300.9705 (calcd mass
for C;2Hg3°ClsN,O : 300.9697).

THCOOHCI;
HO,C
N=N  Cl
HO cl
cl

4-(2,3,5-Trichloro-6-hydroxy-phenylazo)-benzoic acid

4-Aminobenzoic acid (740 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10
% (w/v) NaOH (15 mL). 1.14 g of THCOOHCI; as a red solid (recrystallized in ethanol for analytical
purpose). Yield : 60 %.

m.p. : 253 °C (with decomposition) ;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, Acetone dg, 298 K) § 14.14 (bs, 1 H), 8.29 (d, 2 H, ] = 8.3 Hz), 8.19 (d, 2
H,J=83Hz),7.86(s,1 H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, DMSO dg) § 166.4, 152.4, 151.9, 149.4, 134.3, 133.9, 133.6, 132.9, 130.8
(20), 122.8 (20), 121.5;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z344 [M*]; MS (CI, CHy, HR) : 344.9605 (calcd mass for C;3HgN» 033°Cls :
344.9595).

THBrCl;

Br

N=N Cl
HO Cl

Cl

3,4,6-Trichloro-2-(4-bromo-phenylazo)-phenol
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p-Bromoaniline (930 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (wW/v)
NaOH (10 mL). 1.85 g of THBrCl; as a red solid (recrystallized in chloroform :acetone for analytical
purpose). Yield : 90 %.

m.p. 220 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) & 14.31 (s, 1 H), 7.79 (d, 2 H, J = 8.6 Hz), 7.68 (d, 2 H, ] =
8.6 Hz), 7.57 (s, 1 H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCls, 298 K) 5 149.7, 148.7, 134.7, 134.1, 133.7, 133.1 (2C), 127.5, 124.3
(2C), 124.2,121.6;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z379.9 [M*]; MS (EI, HR) : 377.8739 (calcd mass for C12HgBr**Cl3N»0:
377.8729).

THSO3KCl;

KOS

N\ /
N=N  Cl

HO Cl

Cl

4-(2,3,5-Trichloro-6-hydroxy-phenylazo)-benzenesulfonate

4-Amino-benzenesulfonic acid (935 mg, 5.4 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1
eq.) in 10 % (w/v) NaOH (15 mL). As the sulfonic acid did not precipitate, the acidic aqueous solution
was extracted with methylene chloride and subsequently washed with aqueous conc. K,COj3. After
drying on Na,SO,4 and solvent evaporation, 1.13 g of THSO3KCl; was obtained as an orange solid

(recrystallized in chloroform :acetone for analytical purpose). Yield : 50 %.
m.p. 290 °C (with decomposition) ;
IH-NMR (ppm, 250 MHz, DMSO dg) 6 13.88 (bs, 1 H), 8.05-7.96 (m, 3 H), 7.82 (d,2H, J=8.1 Hz);

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, DMSO dg) § 152.0, 149.4, 148.9, 134.1, 133.1, 132.9, 127.2 (2 C), 122.8,
122.7 (2 C), 121.2;

Elemental Analysis : (%) for C12HgCl3N2KO4S (419.7) : C 34.34, H 1.44, N 6.67; found : C 34.44, H
1.68, N 6.66;

Mass spectrometry : MS (ESI) : m/z379.1 [M-K~]; MS (ES-, HR) : 378.9123 (calcd mass for C12Hg3°Cl3N,04
378.9114).
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THNO,Cl,

Cl

3,4,6-Trichloro-2-(4-nitro-phenylazo)-phenol

p-Nitroaniline (745 mg, 5.4 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (1.066 g, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (wW/v)
NaOH (4.5 mL). 1.657 g of THNO,Cl3 as a brown solid (recrystallized in toluene for analytical pur-
pose). Yield : 89 %.

m.p. 282 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) § 14.26 (s, 1 H), 8.41 (d, 2 H, /= 9.0 Hz), 8.04 (d, 2 H, J =
9.0Hz), 7.63 (s, 1 H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, DMSO dg, 298 K) § 159.3, 158.6, 145.8, 137.9, 133.7, 129.4, 128.3, 124.9
(20),121.7 (2C), 109.1;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z345 [M*]; MS (EI, HR) : 344.9480 (calcd mass for C12Hg3°Cl3N305
344.9475).

TH(CH,CH,OH)Cl,
HO
N=N Cl
HO Cl
Cl

3,4,6-Trichloro-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-phenylazo]-phenol

2-(4-Aminophenyl)ethanol (2.06 g, 15.0 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (2.96 g, 15.0 mmol, 1 eq.) in
10 % (w/v) NaOH (15 mL). 3.91g of TH(CH,CH,OH)Clj; as a brown solid (recrystallized in a mixture

of water and ethanol for analytical purpose). Yield : 75 %.
m.p. 154 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) § 14.60 (s, 1H), 7.86 (d, 2H, J = 7.7 Hz), 7.53 (s, 1H), 7.41
(d, 2H, J=7.7Hz), 3.92 (t, 2H, ] = 5.6 Hz), 2.96 (t, 2H, J =5.6 Hz) ;
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13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCls, 298 K) & 150.0, 148.7, 144.6, 134.6, 133.3, 134.2, 133.3, 130.6
(2C), 124.0, 123.4 (2C), 63.4, 39.4;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z344.2 [M*]; MS (ES, HR) : 342.9813 (calcd mass for C14H103°CI3N, 05 :
342.9808).

TH(sec—Butyl)Cly

HO Cl

Cl

2-(4-Butyl-phenylazo)-3,4,6-trichloro-phenol

4-sec-Butylaniline (5.97 g, 40.0 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (7.90 g, 40.0 mmol, 1 eq.) in 10 %
(w/v) NaOH (55 mL). 10.1 g of TH(Butyl)Cl; as a orange solid (recrystallized in ethanol for analytical
purpose). Yield : 71 %.

m.p. 112 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) § 14.67 (s, 1H), 7.83 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.51 (s, 1H), 7.34
(d, 2H, J=8.3 Hz), 2.76-2.62 (m, 1H), 1.65-1.57 (m, 2H), 1.26 (d, 3H, /=6.9 Hz), 0.83 (t, 3H, /= 7.3 Hz);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 153.8, 150.0, 148.3, 134.5, 134.2, 133.0, 128.6 (2C),
123.9, 123.3 (2C), 121.6,42.1, 31.2,21.8, 12.4;

Elemental Analysis : (%) for C,qH,;CI3N,0 (357.66) : C 53.73, H 4.23, N 7.83, O 4.47; found : C
55.33, H4.32, N 7.80;

TH (n-Butyl)Cl,

HO Cl

Cl
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2-(4-sec-Butyl-phenylazo)-3,4,6-trichloro-phenol

4-Butylaniline (5.97 g, 40.0 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (7.90 g, 40.0 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v)
NaOH (55 mL). 9.8 g of TH(Butyl)Cl; as an orange solid (recrystallized in ethanol for analytical pur-
pose). Yield : 69 %.

m.p. 100 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) § 14.66 (s, 1H), 7.82 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.51 (s, 1H), 7.33
(d, 2H, J=8.4 Hz), 2.69 (t, 2H, J = 7.4 Hz), 1.71-1.53 (m, 2H), 1.44-1.29 (m, 2H), 0.93 (t, 3H, J=7.3 Hz);

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 150.0, 149.0, 148.1, 134.5, 134.2, 133.0, 130.0 (2C),
123.9, 123.3 (2C), 121.6, 35.9, 33.5, 22.5, 14.1;

Elemental Analysis : (%) for C16H15C13N20 (357.66) : C 53.73, H 4.23, N 7.83, O 4.47; found : C
53.65, H4.42,N 7.84, 0 4.88;
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A.4 Syntheses of the naphtalenyle THXCl; platform

a—NaphtTH,Cl,

Cl

3,4,6-Trichloro-2- (naphthalen-1-yldiazenyl)phenol

a Naphthylamine (5.72 g, 40.0 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (7.84 g, 40.0 mmol, 1 eq.) in 10 %
(w/v) NaOH (55 mL). 7.74 g of a—NaphtTH,Cl; as a brown solid (recrystallized twice in ethanol for
analytical purpose). Yield : 55 %.

m.p. 178.9 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) § 15.17 (s, 1H), 8.45 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 8.13-7.93 (m, 3H),
7.71-7.57 (m, 4H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 150.4, 145.1, 134.9, 134.8, 134.6, 133.6, 133.6, 129.5,
128.9, 128.7,127,2,126.1, 124.2, 122.0, 121.8, 115.8;

Elemental Analysis : (%) for C,;HyCl3N,0 (351.6) : C 54.65, H2.58, N 7.97; found : C 54.48, H 2.52,
N 7.84;

HO Cl

Cl

3,4,6-trichloro-2-(naphthalen-2-yldiazenyl) phenol

P Naphthylamine (5.72 g, 40.0 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (7.84 g, 40.0 mmol, 1 eq.) in 10 %
(w/v) NaOH (55 mL). 8.4 g of f—NaphtTH,Cl; as a brown solid (recrystallized twice in ethanol for
analytical purpose). Yield : 60 %.

m.p. 193.2 °C with decomposition;
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'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) 6 15.175 (s, 1H), 8.44 (d, 1H, ] = 7.6 Hz), 8.17-7.92 (m, 3H),
7.69-7.51 (m, 4H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 149.7, 147.4, 135.4, 134,4, 134.1, 133.2, 133.0, 130.1,
129.6, 128.8, 128.5, 128.1, 127.4, 123.8, 121.4, 116.3;

Elemental Analysis : (%) for C,;HyCl3N,0 (351.6) : C 54.65, H2.58, N 7.97; found : C 54.54, H 2.52,
N 7.84;

Mass spectrometry : MS (ESI) : m/z351.03 [M+H] ; MS (ESI, HR) 350.9871 (calcd mass for C16H£?5 Cl;N,0
[M+H] : 350.9859).

a—Napht(SO;Na), TH,Cl,

SOzNa
wos (-
N=N  Cl
HO cl

Cl

4-((2,3,5-Trichloro-6-hydroxyphenyl)diazenyl)naphthalene-2,7-disulfonate sodium

Sodium 5-amino-7-sulfonaphthalene-2-sulfonate (1.3 g, 4.0 mmol); 2,4,5-trichlorophenol (0.79
g, 4.0 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (6 mL). 1.0 g of a—Napht(SO3Na)2TH2C13 as a brown solid
(recrystallized twice in a mixture of water and acetone for analytical purpose). Yield : 45 %.

m.p. > 300 °C with decomposition;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, D,0, 298 K) 6 8.40 (d, 1H, J = 9.3 Hz), 8.27 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.97 (s,
1H), 7.72 (m, 1H), 6.79 (d, 1H, J =4.4 Hz) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, D,0,298K) 6 149.4, 146.2,140.2,139.9, 134.0, 133.1, 132.9, 132.8, 130.5,
130.3, 127.5,127.2, 124.5, 123.3, 120.9, 118.3;

Mass spectrometry : MS (ESI) : m/z254.9 [(M-H)/2] ; MS (ES, HR) : 508.8825 (calcd mass for C,;sH3°CL3N, O, S,
[M+H-2Nal] : 508,8844).
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A.5 Functionalization of the THXCI; platform

2-(4-Nitro-benzyl)-isoindole-1,3-dione '%°

1-Chloromethyl-4-nitro-benzene (10.0 g, 58.3 mmol) and potassium phthalimide (10.8 g, 58.3
mmol, 1 eq.) were dissolved in freshly distilled DMF (200 mL). The resulting purple mixture was hea-
ted overnight at 60°C upon monitoring by TLC. Once all the reactants disappeared, the mixture was
precipitated in 400 mL of water at room temperature and stirred for 10 min. After filtration, the solid

was dried over P, O; to yield 1 as a white powder (15.8 g; yield : 96%).
m.p.: 171 °C (litt. 171-174°C);

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3, 298 K) & 8.17 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.90-7.81 (m, 2H), 7.78-7.70 (m,
2H), 7.57 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 4.91 (s, 2H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) 6 168.0 (2C), 147.8, 143.5 (2C), 134.5 (2C), 132.2, 129.6
(20), 124.2 (2C), 123.8 (2C), 41.1;

Elemental Analysis : (%) for CsH;oN,0, (282.3) : C63.83, H 3.57, N 9.92; found : C 63.36, H 3.24,
N9.85;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z282.28 [M+] ; MS (ES, HR) : 281.0563 (calcd mass for C;5HgN,Oy4 :
281.0562).

NH,

2-(4-Amino-benzyl)-isoindole-1,3-dione 197

A solution of 1 (8.0 g, 28 mmol) in dichloromethane (1.5 L) was hydrogenated over 10 % palladium
on charcoal (3.0 g) at room temperature under an atmospheric pressure of hydrogen for 5 h. After

disappearance of the reactant (monitored by TLC), the solution was filtered through a Celite® pad
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and concentrated in vacuo. The resulting solid was washed with pentane to yield 2 as a yellow solid
(7.0 g; yield : 98%).

m.p.:195°C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) § 7.85-7.76 (m, 2H), 7.70-7.62 (m, 2H), 7.24 (d, 2H, ] = 8.3
Hz), 6.60 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 4.71 (s, 2H), 3.64 (bs, 2H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 168.4 (2C), 146.3 (2C), 134.0 (2C), 132.4, 130.3 (2C),
126.7,123.4 (2C), 115.2 (2C), 41.4;

Elemental Analysis : (%) for C,;H,N,0, (252.3) : C71.42, H4.79, N 11.10; found : C 71.33, H 4.58,
N 11.03;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z252.28 [M+] ; MS (ES, HR) : 253.0979 (calcd mass for C;5H13N203 :
253.0977).

3
O
N
(0]
N=N Cl
HO Cl

Cl

2-[4-(2,3,5-Trichloro-6-hydroxy-phenylazo)-benzyl]-isoindole-1,3-dione 23

A solution of sodium nitrite (751 mg, 10.9 mmol, 1.1 eq.) in water (5 mL) at less than 5°C was
added in small volumes to a stirred solution of 2 (2.50 g, 9.9 mmol) in conc. HCI (2 mL) and water (2
mL) cooled below 5°C by immersion in a crushed ice bath (during the addition, the temperature was
prevented from rising above 5°C). The resulting cold solution of diazonium salt was very slowly added
to a solution of 2,4,5-trichlorophenol (1.95 g, 9.9 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (15 mL) cooled at
5°C by immersion in a crushed ice bath assisted by the direct addition of about 5 g of crushed ice. After
complete addition, the mixture was allowed to stand in an ice bath for 1 h with occasional stirring and
was eventually acidified with concentrated chlorhydric acid until the diazo precipitated as a solid. The
resulting solid was filtered, washed with cold water and dried over P,Os5 in vacuo to yield 3 as a red
solid (recrystallized from dioxane for analytical purpose) (4.22 g; yield : 92%).

m.p. : 280 °C with decomposition;;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) § 14.53 (s, 1H), 7.90-7.82 (m, 4H), 7.76-7.69 (m, 2H), 7.59
(d, 2H, J=8.4 Hz), 7.54 (s, 1H), 4.91 (s, 2H) ;
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13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 168.2 (2C), 150.0, 149.4, 141.3 (2C), 134.8, 134.5 (2C),
133.6, 133.5, 132.2, 130.1 (2C), 124.1, 123.8 (2C), 123.5 (2C), 121.7,41.4;

Elemental Analysis : (%) for C2;H12CIlsN3Os3 (460.7) : C 54.75, H 2.63, N 9.12; found : C 54.89, H
2.65, N 8.79;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z461.38 [M+] ; MS (ES, HR) : 457.9880 (calcd mass for Co; H;12°Cl3N3 O3 :
457.9866).

TH(CHZNHZ)CI3
H,N
N=N  Cl
HO cl
cl

2-(4-Aminomethyl-phenylazo)-3,4,6-trichloro-phenol

3 (500 mg, 1.1 mmol) was dissolved in ethylenediamine (10 mL) and the mixture was sonicated
for 3 h upon monitoring the extent of the reaction by 'H NMR spectroscopy. After completion of
the reaction, brine was added to the mixture which was extracted twice with dichloromethane. The
organic layer was washed twice with brine, once with water. After drying over Na,SO,, the solvent
was evaporated in vacuo to yield TH(CH,NH,)Cl; as a brown solid (recrystallized from a mixture of

ethanol and water for analytical purpose) (320 mg; yield : 90%).
m.p.: 165 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCls, 298 K) & 7.86 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.51 (s, 1H), 7.47 (d, 2H, J = 8.4
Hz), 3.96 (s, 2H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3, 298 K) § 149.9, 148.8, 148.7, 134.6, 134.2, 133.2, 128.5 (2C),
124.0, 123.4 (2C), 121.6, 46.3;

Elemental Analysis : (%) for C13H;9Cl3N3O (330.6) : C 47.23, H 3.05, N 12.71; found : C 47.50, H
3.30,N 12.85;

Mass spectrometry : MS (ES-) : m/z328.0 [M-] ; MS (ES-, HR) : 327.9807 (calcd mass for C;,H3>Cl;N, O :
327.9811).
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A.6 Syntheses of other molecules

TH,Cl,

<\ /\>
N=N

HO@CI

Cl

2,4-Dichloro-6-phenylazo-phenol

Aniline (503 mg, 5.4 mmol); 2,4-dichlorophenol (869 mg, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH
(4.5 mL). 995 mg of TH,Cl, as an orange solid (purified by column chromatography in cyclohexane).
Yield : 69 %.

m.p.: 129 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) 6 13.54 (s, 1 H), 7.90-7.83 (m, 3 H), 7.57-7.49 (m, 3 H), 7.43 (d, 1
H,/=2.0Hz);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) & 150.1, 148.2, 137.5, 132.8, 132.6, 131.0, 129.8 (2 C), 124.4,
123.3,122.9 2 C);

Elemental Analysis : (%) for C12HgCl,N,O (267.1) : C 53.96, H 3.02, N 10.49; found : C 54.19, H
3.06, N 10.32;

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z265.8 [M+] ; MS (ES+, HR) : 267.0092 (calcd mass for C;,Hg3*Cl,N,O :
267.0092).

THOMecCl,

2,4-Dichloro-6-(4-methoxy-phenylazo)-phenol

4-Methoxyaniline (664 mg, 5.4 mmol) ; 2,4-dichlorophenol (703 mg, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v)
NaOH (4.5 mL). 882 mg of THOMeCl, as a yellow solid (recrystallized in ethanol for analytical pur-
pose). Yield : 55 %.

m.p.: 190 °C;
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'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) 6 13.56 (s, 1 H), 7.84 (d, 2 H, J =9.0 Hz), 7.81 (d, 1 H, ] = 2.0 Hz),
7.38(d,1H,J=2.0Hz),7.02 (d,2H, J=9.0 Hz), 3.90 (s, 3 H) ;

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) § 163.5, 148.0, 144.3, 137.5, 131.9, 130.4, 124.9 (2 C), 124.3,
123.1,115.1 (2 C), 56.2;

Elemental Analysis : (%) for Ci13H19CloN202 (297.1) : C 52.55, H 3.39, N 9.43, O 10.77; found : C
52.59, H 3.25,N 9.28, 0 10.61;

Mass spectrometry : MS (EI) : m1/2296.01 [M+] ; MS (ESI, HR) : 297.0190 (calcd mass for C13H;13°CloN, 0, :
297.0198).

2,4-Difluoro-6-phenylazo-phenol

Aniline (503 mg, 5.4 mmol) ; 2,4-difluorophenol (703 mg, 5.4 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (4.5
mL). 1.20 g of TH,F as red needles (recrystallized in ethanol for analytical purpose). Yield : 95 %.

m.p.:115°C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) § 12.57 (s, 1 H), 7.90-7.80 (m, 2 H), 7.58-7.42 (m, 4 H), 7.03-6.91
(m, 1 H);

9FE-NMR (ppm, 235.3 MHz, CDCl3) § -122.11, -132.83;

I3C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) § 154.7 (dd, 1 C, J = 203 Hz, ] = 12 Hz), 150.9 (dd, 1 C, J = 214
Hz, J=12Hz),150.4(s,1C),138.6 (dd, 1 C,J=11Hz,J=3Hz),137.3(dd,1C,J=11Hz,J=4Hz), 132.5
(s,1C),129.8(s,2C),122.8(s,2C),113.2(dd,1C,J=24Hz, J=4Hz),108.1 (dd,1C, J=27Hz, J =22
Hz);

Elemental Analysis : (%) for C;oHgF2N»O (234.2) : C61.54, H 3.44, N 11.96 ; found : C 61.46, H 3.66,
N 11.98;

Mass spectrometry : MS (CI, CHy) : m/z235.07 [M+1] ; MS (CI, CHy, HR) : 235.0675 (calcd mass for
C12H8F2N20 . 235.0677).

TH,Me
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4-Methyl-2-phenylazo-phenol

Aniline (1.36 g, 15.2 mmol) ; p-cresol (1.53 g, 15.2 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (30 mL). 2.29 g
of THyMe as red powder (recrystallized in ethanol for analytical purpose). Yield : 71 %.

m.p.: 104 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) § 12.72 (s, 1H), 7.90 (dd, 2H, J = 7.2 Hz, J = 1.1 Hz), 7.79 (d, 1H, J
=0.9 Hz), 7.60-7.46 (m, 3H), 7.20 (dd, 1H, J=8.0 Hz, J = 1.2 Hz), 6.97 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 2.38 (s, 3H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) § 150.9, 150.7, 137.3, 134.5, 133.2, 131.3, 129.5 (2C), 129.4, 122.5
(20), 118.1, 20.4;

Elemental Analysis : (%) for C13H12N»0 (212.2) : C 73.56, H 5.70, N 13.20, O 7.54; found : 72.92,
5.93, 13.05, 7.55;

Mass spectrometry : MS (CI, CHy) : m/z213.1 [M+1] ; MS (CI, CHy, HR) : 213.1029 (calcd mass for
C13H13N20 . 213.1022).

THOMeMe

2-(4-Methoxy-phenylazo)-4-methyl-phenol

p-Anisidine (6.78 g, 5.5 mmol) ; p-cresol (6.01 g, 5.5 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (45 mL).
12.6 g of THOMeMe as red powder (recrystallized in ethanol for analytical purpose). Yield : 95 %.

m.p.:94°C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) § 12.70 (s, 1H), 7.83 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 7.68 (d, 1H, J = 1.7 Hz),
7.11(dd, 1H, J=8.2 Hz, J= 1.7 Hz), 7.00 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.89 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 3.87 (s, 3H), 2.36 (s,
3H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) 6 162.4, 150.6, 145.0, 137.1, 133.6, 132.7, 129.3, 124.2 (2C), 117.9,
114.8 (2C), 55.8, 20.5;

265



ANNEXE A. ORGANIC SYNTHESES

Elemental Analysis : (%) for C14H14N20> (242.3) : C69.41, H 5.82, N 11.56; found : C 69.49, H 5.91,
N 11.63;

Mass spectrometry: MS (EI) : m/z242.13 [M+] ; MS (ES+, HR) : 243.1133 (calcd mass for C14H;5N20> :
243.1134).

THOMeNO,

2-(4-Methoxy-phenylazo)-4-nitro-phenol

p-anisidine (1.85 g, 15.2 mmol) ; 4-nitrophenol (2.09 g, 15.2 mmol, 1 eq.) in 10 % (w/v) NaOH (15
mlL). After acidification, the mixture was extracted several times with DCM. The organic layer was
dried with MgSO, and the solvent was removed under vacuum to yield a dark oil which was chroma-
tographied on silica with DCM as eluent. 2.50 g of THOMeNO,, as an orange powder (recrystallized in
ethanol for analytical purpose). Yield : 61 %.

m.p. : 202 °C;

'H-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) § 13.60 (s, 1H), 8.81 (d, 1H, J = 2.5 Hz), 8.19 (dd, 1H, J=8.9 Hz, J
=2.5Hz), 7.89 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.12-6.98 (m, 3H), 3.89 (s, 3H) ;

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) & 163.6, 158.5, 144.2, 140.9, 135.5, 128.6, 127.4, 125.0 (2C), 119.0,
115.2 (2C), 55.9;

Elemental Analysis : (%) for C;3H;1 N304 (273.2) : C57.14, H4.06, N 15.38, O 23.42; found : C 56.78,
H 4.06, N 15.03.

Mass spectrometry : MS (EI) : m/z273.34 [M+]; MS (ES+, HR) : 274.0825 (calcd mass for C;3H12N304 :
274.0828).

OH
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(3’,5’,6’-Trichloro-2’-hydroxy-biphenyl-4-yl)-acetic acid

4-Aminophenylacetic acid (2.3 g, 15.2 mmol) ; 2,4,5-trichlorophenol (3 g, 15.2 mmol, 1 eq.) in 10
% (w/v) NaOH (30 mL). After acidification, the mixture was extracted several times with diethyl ether.
The organic solvent was removed under vacuum to yield a dark oil which was chromatographied on

silica with DCM as eluent. 3.30 g of product as orange crystals. Yield : 60 %.
m.p.:83°C;

TH-NMR (ppm, 250 MHz, CDCl3) § 7.52 (s, 1H), 7.35 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.1 Hz),
3.65 (s, 2H);

13C-NMR (ppm, 62.8 MHz, CDCl3) § 176.6, 152.1, 136.9, 135.1, 132.8, 132.2, 131.4 (2C), 130.8 (2C),
130.4, 124.6, 122.0, 42.5;

Elemental Analysis : (%) C14HgCl303 (330.0) : C 50.71, H 2.74, O 14.48; found : C 50.99, H 3.06, N
15.23;

Mass spectrometry : MS (CI, CHy) : m/z 330.6 [MH"]; MS (CI, CHy, HR) : 352.9526 (calcd mass for
C14Hg35ClI3Na : 352.9515).
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Annexe B

Caractéristiques spectrales et
photochimiques des molécules étudiées

B.1 Phenols

2,4,5-trichlorophenol
Cl

Cl
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FIGURE B.1 - Absorption spectra of 200 uM 2,4,5-trichlorophenol in Britton-Robinson buffer?? (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 4.9, 7.1, 7.8, 8.4, 9.0, 10.4). The

arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.

2,4-dichlorophenol

Cl

HO@CI
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FIGURE B.2 - Absorption spectra of 201 uM 2,4-dichlorophenol in Britton-Robinson buffer '?? (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.1, 8.4, 9.1, 9.8, 10.2, 10.6, 11.2). The

arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.3 - Absorption spectra of 210 uM 2,4-difluorophenol in Britton-Robinson buffer 29 (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH=7.7, 8.6, 9.3, 9.7, 10.1, 10.3, 10.8, 11.3).

The arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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B.1. PHENOLS
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FIGURE B.4 — Absorption spectra of 233 uM parachlorophenol in Britton-Robinson buffer '2Y (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 9.3, 10.0, 10.7, 10.9, 11.4, 11.8). The

arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.5 — Absorption spectra of 260 uM paranitrophenol in Britton-Robinson buffer 2% (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH=5.3,7.3,7.7,7.9, 8.2, 8.5, 9.1, 10.6). The
arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.6 — Absorption spectra of 191 uM paraanisidine in Britton-Robinson buffer '2° (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 9.7, 10.6, 11.0, 11.5, 11.8, 12.0). The arrows
indicate an increasing pH. T =298 K.
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B.2. 2-HYDROXYAZOBENZENE PLATFORM — THXCL3 SERIES

B.2 2-hydroxyazobenzene platform — THXCI, series
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FIGURE B.7 —a: Absorption spectra of 27 uM THOMeCl, in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.0, 6.8, 7.4, 7.7, 8.1, 8.4, 8.8, 9.3, 9.6, 9.8,
10.1, 10.5, 10.9, 11.3). The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké pasa

function of pH. Markers : experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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ANNEXE B.
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FIGURE B.8 — a : Absorption spectra of 58 uM THMeCl, in Britton-Robinson buffer 29 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 8.4, 8.8, 9.4, 9.9, 10.3, 10.9). The arrows
indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant k% rasa function of pH. Markers : experimental

data; solid line : fit with Eq.(3.16). T = 298 K.
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FIGURE B.9 — a : Absorption spectra of 79 uM THMeCl, in Britton-Robinson buffer!?® (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 7.1, 8.5, 9.0, 9.2, 9.6, 9.8, 10.1, 10.4, 11.3).
The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké rasa function of pH. Markers :

experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.10 —a: Absorption spectra of 66 uM THMeCl, in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH=7.6,8.7,9.4, 9.8, 10.4, 10.8, 11.1). The arrows
indicate an increasing pH. b: Dependence of the rate constant k% rasa function of pH. Markers : experimental

data; solid line : fit with Eq.(3.16). T = 298 K.
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FIGURE B.11 - a : Absorption spectra of 42 uM TH,Cl, in Britton-Robinson buffer ' (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH =7.2, 8.0, 8.3, 8.5, 8.9, 9.1, 9.5, 9.8, 10.1, 10.3,
10.6, 11.1). The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké_’f as a function of pH.
Markers : experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.12 - Dependence of b (¢) and 1/73¢ (d) on the light intensity I£(347). Markers : experimental points,
solid lines : fits with Eq.(4.12) (b) and Eq.(4.14) (c). Solvent : Britton-Robinson buffer?? (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) pH=3.8. T=298 K.
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FIGURE B.13 - Dependence of b (e, g, i) and 1/ e (f, h, j) on the light intensity I5(347). Markers : experimental
points, solid lines : fits with Eq.(4.12) (b) and Eq.(4.14) (c). Solvent : Britton-Robinson buffer'?? (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) pH=4.3 (eand f), 5.3 (gand h), 6.0 (iand j). T=298 K.
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FIGURE B.14 -Dependence of b (k, m, p) and 1/75¢ (1, 0, ) on the light intensity /5 (347). Markers : experimental
points, solid lines : fits with Eq.(4.12) (b) and Eq.(4.14) (c). Solvent : Britton-Robinson buffer'?? (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) pH = 6.8 (k and 1), 7.8 (m and n), 8.5 (p and q).
T=298 K.

279



ANNEXE B.

CARACTERISTIQUES SPECTRALES ET PHOTOCHIMIQUES
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FIGURE B.15 - Absorption spectra of 37 uM THCOOHCI, in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 7.7, 8.6, 8.9, 9.1, 9.4, 9.9, 10.2, 11.2). The
arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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THBrCl,
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FIGURE B.16 — Absorption spectra of 10 uM THMeCl; in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.3, 7.3, 8.3, 8.7, 9.4, 9.9, 10.3, 11.2). The

arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.17 - a: Absorption spectra of 40 uM THMeCl, in Britton-Robinson buffer 29 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M) at various pH (pH=1.7,4.5,6.3,6.9,7.1, 7.7, 8.0, 8.6, 9.5, 11.2). The arrows indicate an
increasing pH. b : Absorption spectra of 76 uM THMeCly in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 75-25 (v/v) at various pH (pH = 2.0, 6.7, 7.2, 7.8, 8.2, 8.7, 9.3). The arrows
indicate an increasing pH. c: Absorption spectra of 51 yM THMeCl, in Britton-Robinson buffer 1?9 (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.5, 7.6, 8.4, 9.0, 9.8, 10.4, 11.2,
11.7). The arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.18 - Absorption spectra of 10 uM THNO, Cl, in Britton-Robinson buffer'?? (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH=7.2,7.7, 8.0, 8.2, 8.4, 8.6, 8.8,9.2, 9.7, 11.2).
The arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.

283



ANNEXE B. CARACTERISTIQUES SPECTRALES ET PHOTOCHIMIQUES

TH (n-Butyl)Cl,

N=N Cl
HO Cl
Cl
a b
20F
A A
2.0x10° A
151
‘TA 1.5
£ T
° \ £ 10}
S 10 <
- X
w
‘ 05— A
051
0 —
I I ! I I ! !
400 500 600 700 4 5 6 7 8
A (nm) pH

FIGURE B.19 - a: Absorption spectra of 44 uM THnBuCl, in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 7.1, 7.9, 8.3, 8.5, 9.1, 9.7, 10.2, 11.0, 11.6).
The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké asa function of pH. Markers :

experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.20 — a : Absorption spectra of 33 uM THsecBuCl, in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.4, 8.2, 9.0, 9.2, 9.8, 10.1, 10.7). The
arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké casa function of pH. Markers

experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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B.3 Naphthalenyl molecules of the THXCI; platform
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FIGURE B.21 - a : Absorption spectra of 20 uM a—NaphtTH,Cl, in Britton-Robinson buffer!?® (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.5, 7.6, 8.2, 8.5, 8.8, 9.2, 10.1,
10.5, 11.8). The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant k% pasa function of pH.

Markers : experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.22 - a : Absorption spectra of 17 uM f—NaphtTH,Cl; in Britton-Robinson buffer'?’ (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 5.6, 6.7, 8.6, 8.9, 9.2, 9.7, 10.1,
10.6, 11.0). The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant kéﬁf as a function of pH.
Markers : experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.23 —-a: Absorption spectra of 16 uM a—Napht(SO;Na), TH, Cl; in Britton-Robinson buffer 129 (acetic
acid, boric acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 3, 4.5, 5.9, 6.5, 6.9, 7.6, 8.1,
8.7,9.3,10.5). The arrows indicate an increasing pH. b : Absorption spectra of 31 uM a—Napht(SO4Na), TH, Cl,
in Britton-Robinson buffer'? (acetic acid, boric acid, phosphoric acid; 0.04 M) at various pH (pH = 5.6, 6.7,
8.6,8.9,9.2,9.7,10.1, 10.6, 11.0). The arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.24 - a : Absorption spectra of 62 uM TH,Cl, in Britton-Robinson buffer ' (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 6.7, 7.6, 8.1, 8.8, 9.0, 9.6, 10.7). The arrows
indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant kTA:—»T as a function of pH. Markers : experimental
data; solid line : fit with Eq.(3.16). T = 298 K.
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FIGURE B.25 — a : Absorption spectra of 60 uM THOMeCl,, in Britton-Robinson buffer'?? (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH=7.1,7.9,8.4,8.9,9.2,9.5,9.7,10.1, 10.3,
11.3). The arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant k%—i as a function of pH.
Markers : experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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FIGURE B.26 - Absorption spectra of 25 uM TH,F, in Britton-Robinson buffer '?° (acetic acid, boric acid, phos-
phoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 7.3, 8.3, 8.5, 8.8, 9.0, 9.3, 9.6, 10.1, 11.1). The

arrows indicate an increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.27 - Absorption spectra of 24 M TH,Me in Britton-Robinson buffer '* (acetic acid, boric acid, phos-
phoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 7.3, 8.8, 9.3, 10.3, 10.6, 10.8, 10.9, 11.0, 11.1, 11.2,
11.3, 11.4). The arrows indicate an increasing pH. T =298 K.
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FIGURE B.28 - Absorption spectra of 100 yM THOMeMe in Britton-Robinson buffer 129 (acetic acid, boric acid,
phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH =9.1, 10.7, 11.3, 11.9). The arrows indicate an

increasing pH. T = 298 K.
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FIGURE B.29 — a : Absorption spectra of 78 uM THOMeNO,, in Britton-Robinson buffer?? (acetic acid, boric
acid, phosphoric acid; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH = 2.8, 7.0, 7.6, 8.0, 8.9, 9.4, 10.4). The
arrows indicate an increasing pH. b : Dependence of the rate constant ké casa function of pH. Markers :

experimental data; solid line : fit with Eq.(3.16). T =298 K.
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B.5 Miscellaneous

OH

8000

-1
cm )

*4000

e (M

2000

300 400 500 600 700

A (nm)

FIGURE B.30 — a : Absorption spectra of 100 uM of the molecule in Britton-Robinson buffer!? (acetic acid,
boric acid, phosphoric acid ; 0.04 M)-acetonitrile 1-1 (v/v) at various pH (pH =5.0, 5.7, 6.6, 7.2, 7.6, 8.2, 8.6, 9.3,
9.9,10.4). T=298 K.
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Annexe C

Calibration des lampes

C.1 Calibration dans’'UV

La méthode de calibration d'une lumiere de longueur d’onde proche de 350-380 nm utilisée dans
notre équipe de recherche est basée sur le photochromisme d’une nitrone (voir figure 4.6). Cette mé-

thode est largement décrite dans la littérature, +-6116.118

C.2 Calibration a 500 nm

Plusieurs méthodes permettant de calibrer une lumiere aux alentours de 500 nm utilisant des

170,237 238

complexes de métaux de transition existent dans la littérature principalement avec du cobalt (111),
du fer (111) 239240 o1y du chrome (111).%*! I’ensemble de ces méthodes nécessitent la synthese d’actino-
metres sous lampe rouge, ce pour quoi notre laboratoire (fort lumineux) n’est pas adapté.

Une autre méthode a donc été développée. Elle est basée sur la fluorescence de la 4-dicyano-
méthyléne-2-méthyl-6-p-diméthylamino-styryl-4H-pyrane, notée DCM et dont la structure est re-
présentée sur la figure C.1. Cette molécule absorbe sur une plage de longueurs d’onde large com-
prise entre 300 et 550 nm (illustré sur le spectre d’absorption de la figure C.2) incluant aussi bien
des longueurs d’onde UV (pour lesquelles on sait calibrer 'intensité lumineuse en utilisant une ni-
trone?-®116:118) et des longueurs d’onde visibles. De plus elle fluoresce plus haut en longueur d’onde

(voir le spectre d’émission sur la figure C.2) ce qui permet une détection facile.

FIGURE C.1 - Structure moléculaire du DCM (4-dicyanométhylene-2-méthyl-6-p-diméthylamino-styryl-4H-
pyrane).

Ainsi, le rapport des intensités du fluorescence du DCM a 500 et a 380 nm (longueur d’onde du
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FIGURE C.2 - Spectres d'absorption (trait plein) et d'émission du DCM dans l'éthanol, tirets : excitation a 380 nm,
pointillés : excitation a 500 nm.

maximum d’absorption de la nitrone utilisée) pondéré des absorbances du DCM a ces méme lon-
gueurs d’onde permet, connaissant I'intensité lumineuse a 380 nm de déduire I'intensité lumineuse

a 500 nm.
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Annexe D

Articles

Le travail de these présenté dans ce manuscrit a conduit a la rédaction de plusieurs articles :

e M. Emond, J. Sun, J. Grégoire, S. Maurin, C. Tribet, L. Jullien, Photo-Induced pH Drops in Water,
Phys. Chem. Chem. Phys., 2011, 16, 6493-6499.

e M. Emond, T. Le Saux, S. Maurin, J.-B. Baudin, R. Plasson, L. Jullien, 2-Hydroxyazobenzenes to Tai-
lor pH Pulses and Oscillations with Light, Chem. Eur. J., 2010, 16, 8822-8831.

« N. Gagey, M. Emond, P. Neveu, C. Benbrahim, B. Goetz, I. Aujard, J.-B. Baudin, L. Jullien, Alcohol Un-
caging with Fluorescence Reporting : Evaluation of o-Acetoxyphenyl Methyloxazolone Precursors,
Org. Lett., 2008, 10, 2341-2344. 12

Plusieurs communications orales ont également été présentées au cours de cette these :

e Octobre 2010 : Temporal and Spatial pH Photo-modulations, Journées francophones des jeunes
physico-chimistes, Antrans.

¢ Juin 2010 : 2-Hydroxy-Azobenzene : Tailoring pH with Light, Journées du groupe frangais de photo-
chimie, photophysique et photosciences, Université Lille 2, Lille.

e Juin 2010 : 2-Hydroxy-Azobenzene : Tailoring pH with Light, 14°™ Journée de Chimie Organique
de la Montagne Ste Genevieve, Institue Curie, Paris.

e Mai 2010 : 2-Hydroxy-Azobenzene to Tailor pH Pulses and Oscillations with Light, Conférence
« Systems Chemistry », Ein Bokek, Israél.

e Avril 2010 : 2-Hydroxy-Azobenzene to Tailor pH with Light, 8" rencontres de Chimie Organique,
UPMC, Paris.

» Mai 2009 : Light Triggered pH Modulation, Conférence « Systems Chemistry », Groeningen, Pays-Bas.

[a]. Cet article correspond au travail réalisé pendant le M2 de chimie organique et bio-organique ayant eu lieu de février
ajuillet 2007 et conclu pendant les premiers mois de la these.
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