_ Synthése et caractérisation

de fluorophores issus du
NBD-CI
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Sur la fluorescence...

- Etude du phénoméne de fluorescence aux (Stokes) et
(Jablonski)
- Fluorophore = émettant des d une

fréquence plus faible que celle de ceux absorbés lors de |’ excitation
- Déplacement de Stokes

Applications :

— Traceur en milieu biologique (exemple : sonde au NBD, histologie)
— Traceur pour les canalisations (exemple : fluorescéine)

HO ) O
900
! COOH

Fig 1 : Fluorescéine Fig 2 : Fluorescéine

commerciale
(https://monument-tools.com)
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Plan de la présentation

[.7T Syntheése
.2 Purification =D

I1.7 Banc Kofler

I1.2 Spectroscopie UV-Visible
I1.3 Spectrophotométrie IR
I1.4 Etude en RMN

II.5 Fluorimétrie
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[. SYNTHESE
DU FLUOROPHORE
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I. Synthése du

fluorophore
I.1 Synthese

L2 purification  Bjlan et tableau d’ engagement

II. Caractérisation

NBD-ClI

Fig 4 : Tableau d’ engagement

Fig 3 : Equation bilan de la réaction

NO»

méthoxybenzylamine

Masse o
Volume / , Quantité de .
molaire - Equivalent
Masse (a/mol) matieére (mol)
NBD-CI* 300 mg 199,55 1,53%X1073 1
4-méthoxybenzylamine | 200 uL 137,18 1,563%103 T

*NBD-Cl = 4-chloro-7-nitro-1,2,3-benzoxadiazole
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I. Synthése du

fluorophore
I.1 Syntheéese

I1. CaractéIt:izszI;cliJcl;irfication Montage de I-a Synthése

acétonitrile
(solvant)
(20 mL)

4-méthoxybenzylamine 4-NBD-Cl
(200 uL) ﬁ K (300 mg)

fixation ferme

ballon 100 mL

barreau aimanté

agitation pendant 45 min
avec SUiVi CCM  mm=p
- sans chauffage

support élévateur Z

MAGNETIC STIRRER
HI 200

POWER
NI

Fig 5 : Photo de la
synthése

Fig 6 : Schéma du montage
de la synthése
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I. Synthése du

fluorophore
I.1 Synthese
1.2 Purification

I1. Caractérisation Suivi CCM de la réaction

Fig 7 : Equation bilan de la réaction

NO, NH> O

Cl 0

*CCM sur plague de silice
- éluant : dichlorométhane
(CH,CL,)

- révélation sous UV a 365 nm
Louise Piton - 13703 8/38




I. Synthése du
fluorophore
I.1 Synthése
.2 Purification

I. Caractérisation Suivi CCM de la réaction

-

Fig 8 : Cuve CCM

Légende:

N = NBD-ClI

M = 4-méthoxybenzylamine
Co = Co-dépot

P = Produit
X 10 min X 25 min X 45 min % 95 min
FiIg9:CCMat=10min,t=25min,t =45 minett =95 min
 lee . Bilan :
Durée litt. : 25 minutes - reste de NBD-Cl dans le milieu réactionnel
— Masse obtenue : Meyo = 0,403 g

Mais présence de NBD-Cl dans milieu
jusqul?a t = 95 min - rendement: o =88 %

— présence d’ impuretés — Purification

= Réaction terminée
= 4-méthoxybenzylamine dégradé ?
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i



I. Synthése du
fluorophore
I.1 Synthése

I caractarandrification: pyrification : colonne chromatographique
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produit 1

Eluant : CH,Cl,
sable

gel de silice avec
produit
en cours d’ élution

coton

pipette en verre

Fig 11 : Tubes en
sortie de colonne

tubes a essai

Fig 10 : Colonne chromatographique
Louise Piton-13703 [ 10/38
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I. Synthése du
fluorophore
[.1 Synthese

o L2 Purification Suivi CCM des fractions en sortie de
. Caracterisation Colonne
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- ‘Premieére impureté’ éliminée
— Présence restante de certaines impuretés:
a éliminer avec un éluant différent

fluorophore

impureté toujours présente

‘Premiére impureté’ bien éliminée
par la colonne

Eluant : CH,Cl,

Fig 12 : Tubes 1, 5, 10, 15 et produit avant
purification au centre

Louise Piton - 13703 11/38
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I. Synthése du
fluorophore
[.1 Synthese
I.2 Purification

i oA Purification : colonne chromatographique
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Fig 13 : Tube de sortie de colonne Fig 14 : Fluorescence sous lampe UV a 365 nm
produit purifié + CH,CL, — présence du composé d’ intérét

Les fractions contenant le composé fluorescent
purifié sont rassemblées
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I. Synthése du
fluorophore
I.1 Synthése
I.2 Purification

I Caractéranant Purification : colonne chromatographique
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- Evaporation du solvant (CH»Cl,) a |’ évaporateur rotatif

Conditions opératoires :

— bain a 40°C
- pression a 50 mbar

el

Fig 15 : Evaporateur rotatif : évaporation du CH,ClL,
Tébullition(CHZClz) =40 °C
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I. Synthése du
fluorophore
I.1 Synthése

I caractarandrification: pyrification : colonne chromatographique
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- Masse obtenue : mg,, = 0,099 g

- Rendement: 0o =43 %

— Analyse du rendement :

+ Pertes lors des transferts de verrerie
(synthése/évaporateur rotatif/tubes a essai)

+ Pertes dues a la détérioration du 4-méthoxybenzylamine
(NBD-Cl restant dans le milieu réactionnel)

Fig 17 : Produit

Fig 16 : Mise sous aprés purification

atmosphére inerte d’ argon
(conservation du produit)
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[I. CARACTERISATION DU
FLUOROPHORE
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_/Plan de la présentation k/\

II.T Banc Kofler
[1.2 Spectrophotométrie IR

[1.3 Etude en RMN
I1.4 Spectroscopie UV-Visible

I1.5 Fluorimétrie

F W ~
- " *
L L] i.

Louise Piton-13703




I.  Synthése du fluorophore
II. Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

Mesure de la température de fusion
avec un banc Kofler

Fig 18 : Banc Kofler

7)),
’4'4«

‘ ?lzy
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f
14~
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Teommercial =179 £ 1°C > Tey, =164 £ 1°C

0 190 180

i l 0 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100

Valeur tabulée : 178 °C —— Confirmation de la présence d’ une R :
impureté restante C Tt
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II.

%T

Syntheése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

Spectrophotométrie infrarouge :
produit

Fig 19: Structure du
fluorophore

Fig 21 : Spectrophotomeétre
infrarouge
964

90

C-H aromatiques
(déformations hors du plan)

B85
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60+
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53 . . y r
4000 3500 3000 2500 2000

Fig 20 : Spectre IR du fluorophore




L.
II.

%T

Synthése du fluorophore

Caractérisation
I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

Spectrophotométrie infrarouge :
4-méthoxybenzylamine

NH

Fig 22 : Structure du
4-méthoxybenzylamine

C-H aromatique
(déformations hors
du plan)

100 AN o C-O
9 ﬂ\w -\ Qn |
w0 N-H 5 [LMEVW '
o C-H el
60 ‘ / ,
50 3 ‘
40 2
30 C=C I U
20 aromatique . * :
18 T - T T T T
4000 3500 3000 2500 o1 2000 1500 1000

Fig 23 : Spectre IR du 4-méthoxybenzylamine

450
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I.  Synthése du fluorophore
II. Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

974
96

94
92
90+
881
86
841
821
80+
781
76
74
724

%T

Spectrophotométrie infrarouge :
NBD-ClI

704 T . T
4000 3500 3000 2500

Fig 25 : Spectre IR du NBD-ClI

cm-1

2000

1500

1000 450
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Syntheése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

CDCl,

Analyse en RMN H

Fig 26 : Spectre RMN 'H et structure du fluorophore

| O'CH3
| /
1 “ NH ||,
| l
‘ 4 | ‘
‘ ! H 5 _ AN
I il f o ST
' H | |
S NTN A VU GO ¥ et l\—---a--c“'"J |
|
‘.
Signal supplémentaire _ ‘
— impureté restante !i .
r T T I
9 8 6 5 4

NO,

Fig 27 : Spectrométre RMN

Louise Piton -13703




I.  Synthése du fluorophore
II. Caractérisation

I1.1 Banc Kofler

Analyse en RMN 13C
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II.2 IR
I1.3 RMN
I1.4 UV-Visible :
I1.5 Fluorimétri
uwy — WO e (] — U Oy < 0D Ly
(e = L T 1 L] uwy WO oy M i |
[l I s o T I oY (] [ T I B U T ] Lo
< ) ™ o4 o o oo W - N02
= =P o= = [ad] (a0 4o B o I o NN ot ! 2
I i | el vl {1 v i i ] 3
CDCl;
4
5
NH
7
8
9 9
2 oy e 10 10
I T T T T T 11
145 140 135 130 ppm 0
9 10 H3C12
12
7
6 |
! |
R R AR B AR | N Ty | N AR B | AR DA B .
1i7y0 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 .
Fig 28 : spectre en RMN 13C du fluorophore Louise Piton - 13703




L.
II.

Absorbance

O
~

Syntheése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

Analyse en

H3C/O

Fig 29 : structure du fluorophore
synthétisé

Fig 30 : Spectre d’absorption du
fluorophore dans 'acétonitrile a 0,02 g/L
1,2

1

o
foe

o
e}

o
N

0
285 310 335 360 385 410 435 460 485 510 535 560 585

Longueur d’onde (nm)

spectroscopie UV-Visible

A,

Fig 31 : Solutions étalon-s |

- Solvant : acétonitrile

— Préparation d’ une gamme
d’ étalonnage

- Atravail = Amax = 330 nm
— Tracé d’ une droite d’ étalonnage :
Azzonm = IxeXc

- Coefficient d’ absorption molaire
e = coefficient directeur de la droite
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L. Synthése du fluorophore
II. Caractérisation

I1.1 Banc Kofler

II.2 IR
II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri

Absorbance (UA)
c o o o o o o
w > 1 o Y [00] O

o
N

0,1

0
0,0E+00

Détermination du coefficient
d’ absorption molairea A = 330 nm

Loi de Beer-Lambert: A=Ixexc

Coefficient d’ absorption molaire: € = (9350,5 + 388) L.mol-l.cm-?
a A=330nm

Fig 32 : Absorbancea A = 330 nm en fonction de la concentration en
fluorophore dans | acétonitrile

Fo y = 9350,5x + 0,01
Rz =0,9997

1,0E-05 2,0E-05 3,0E-05 4,0E-05 5,0E-05 6,0E-05 7,0E-05 8,0E-05 9,0E-05 1,0E-04
Concentration (en mol/L)
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L.
II.

Intensité (u.a.)

Syntheése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
I1.5 Fluorimétri
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Etude en fluorimétrie

X

Fig 33 : Fluorimétre

longueur d’onde

800

Spectre d’émission du composé en fonction de la =
HO. B
N
Q

700

600

Fig 34 : Quinine

500

400

Intégration de |’ aire
sous les courbes avec le
200 logiciel du fluorimétre :

300

100

+ oo
I, Xd\A, =
0 ) ——— fo F F
335 365 395 425 455 485 515 545 575 605 635 665 695 725 755 785

Longueur d’onde (nm) f0+°° Iprep X d\, = 64 993

—Intensité sulfate de quinine a 0,002 g/L
Intensite du fluorophore dans l'acétonitrile a 0,0024 g/L

Fig 35 : Spectres d’ émission du produit et de la sulfate de quinine .
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L.

II.

Synthése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
II.5 Fluorimétri
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Etude en fluorimétrie : influence de la
concentration sur la fluorescence

— Tracé pour I maximal (= A = 526 nm) a différentes concentrations
— Evolution logarithmique cohérente avec la définition du rendement

auantique:
If :¢f10(1‘1 O_A) ou A=lec

Fig 36: Evolution de l'intensité maximale d’émission en fluorescence en
fonction de la concentration

1200

~ 1000

800
y = 349,06In(x) + 4338,2

R2 = 10,9936
600

400

Intesité d’émission (u.a

200

0
0,0E+00 1,0E-05 2,0E-05 3,0E-05 4,0E-05 5,0E-05 6,0E-05

Concentration en fluorophore (mol/L)

— L’ intensité émise augmente avec la concentration en fluorophore
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Synthése du fluorophore
Caractérisation

I1.1 Banc Kofler
II.2 IR

II.3 RMN

I1.4 UV-Visible
II.5 Fluorimétri

Rendement quantique : quantification
du phénomeéne de fluorescence

nombre de photons émis

nombre de photons absorbés par le fluorophore

Ou:

o est la probabilité du fluorophore a émettre un photon
(efficacité d’ émission)

® > 0,1 - composé considéré comme « assez fluorescent »

Rendement quantique de fluorescence mesuré par rapport a une référence
standard (sulfate de quinine dans |’ acide sulfurique) dans les mémes conditions
(longueur d’ onde d’ excitation, largeur de fente)

Lien entre la mesure effectuée et la solution de référence :

400
Py _ <nsolmnt)2 o FOp) x )

CI)Fref nref f0+oo FrefO‘F) X CD\F

Louise Piton-13703




L. Synthése du fluorophore
II. Caractérisation

I1.1 Banc Kofler

1.2 IR Rendement quantique : quantification
A du phénomene de fluorescence

I1.5 Fluorimétri

— Avec les courbes précédentes, calcul du rendement quantique pour
Aexci’cation = Ag =330 nm

Expression du rendement quantique:

f0+00 IF X d)\F 1 — 1O—Aref(AE)

N, stonitrile 2
O, = b, X (M) x 20 . _
‘ ref M504 I xdA 1—10740%)
/ 0 Fref F

_ Valeur de |’ absorbance
Rendement quantique en spectroscopie UV
de la quinine pour Ag, < 0,1

(litt. : @4, = 0,546) Aires sous les courbes
de fluorescence Aet(Ap)= 0,066
Indice de réfraction du milieu A(Ag)= 0,09
[ 1 x dA, = 20 004
Nacetonitrite = 1,345 f0+oo Ippep X dAp = 64 993

hHZSO4= 1,334
Application numérique : @, = 0,13 > 0,1

. R _ -1 -1
Brillance: B = € X®, = 1215,5 L.mol-l.cm Louise Piton - 13703




— CONCLUSION -

- Synthése et vérification du structure :

- Caractéristiques en accord avec les valeurs tabulées.
- Analyse de structures grossiéres (température de fusion) et plus
fines (IR, RMN)

— Etude de caractéristiques du fluorophore et de son efficacité :

- Mesure expérimentale du coefficient d’ absorption molaire

- Le rendement quantique est satisfaisant mais reste faible.

- La brillance du fluorophore est en bon accord avec les
applications de la molécule en imagerie médicale.

Fig 37: (gauche) fluorophore aprés purification,
(droite) fluorophore dans acétonitrile sous UV (A=365 nm)
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ANNEXES ) _ )
Hypothése de structure de |’ impureté

observée
NO, NO,
Passage sur silice
.,—-N\ (milieu acide) ,.—sNx
~— fo — e J"O
N N
Cl OH
Structure possible de
NBD-CI l"impureté observée

lLouise Piton -13703
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ANNEXES Calcul du rendement de la synthése

- Rendement de la synthése (avant purification ) :

Masse obtenue : mexp = 0,403 g - n__ = Mo - 0,403 _ 1,34x10-3 mol
P ’ exp produit 300,27 ,
0 any i V .« _ 1,05x200x10-°x103

Qté de matiére théorique : n = Jﬁ“—ﬁmmﬂhm = 1,53x10-3 mol

méthoxy

137,18

n

—2® = 0,876 = 88 %
nth

Rendement : p =

- Rendement de la synthése (aprés purification ) :

Masse obtenue : m.,, = 0,099g -  ng,,=3,29 X 104 mol

N
Qté de matiere théorique : n,, colonne= 7”‘= 7,65 X 10~4 mol

n
Rendement: p = n—chopnl—ne =1,22=43% = pox = 93%
th

lLouise Piton -13703
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ANNEXES Calcul des incertitudes

Sur la masse : u(m) = % - 0'05;/2

=29 x107%g

Sur la concentration de la solution meére (dissolution) :

~ um)\’ (Vi)
e [ T

Sur les concentrations des solutions filles (dilutions) :

u(cmére) 2 u(Vmére) 2 U(V io e) 2
Crmere X Vinere = Crite X Vfigje - u(Crie) = Cripge X \/ (—) + (—) + (_L) g/L

Cmére Vmére Vfiole
Sur | absorbance : u(4) = 0'0351/2 =29 x10~*
Sur la longueur d’ onde : u(d) = s—g = 1,4 nm

lLouise Piton -13703
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ANNEXES Mesure de |’ absorbance du composé en

spectrophotométrie UV-visible
entre 290 et 600 nm

Fig 38 : Spectre d’ absorption du fluorophore pour
différentes concentrations dans 'acétonitrile

1,6

» A =460 nm

12 A =330 nm
Q
O 1
[
(0]
Qogs
@)
8 0,6
So

0,4

0,2

° 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590
Longueur d’onde (nm)
—0,02 g/L 0,025 g/L 0,016 g/L 0,012 g/L

0,01 g/L

0,008 g/L 0,006 g/L 0,0024 g/L
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ANRIEAEE Spectre en RMN 1H du produit

Current Data Parameters

MAME, fluorophore-NBD-C1
. EXPNO 10
L ! | PROCNO 1

' ' ' F2 Acgquisition Parameters
Date_ 20221130
Time 21.24
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PREBO EB-
PULPROG zg30
D 16384
SOLVENT cDhCl3
NS 16
DS 2
SWH 4194.631 H=z
FIDRES 0.256020 Hz
AQ 1.9529728 sec
RG 574.7
oW 119.200 usec
DE 6.50 usec
TE 298.3 K
D1 1.00000000 sec
DO 1

CHANNEL f1

NUC1 1H
Pl 14.70 usec
PL1 2.00 dB
PLIW 9.50935936 W
SFO1 300.1319508 MHz

F2 - Processing parameters

ST 32768

SF 300.1300096 MHZ
| WDW EM
| 55B 0

LB 0.30 Hz
| GE 0

PC 1.00

4 ppm
g [l feld EERE ouise Piton - 13703/ 35/38
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ANNEXES Phénomeéne de fluorescence : absorption
et émission de photon

Eexcité

N

photon
incident

Eo

hc

Relation de Planck-Einstein : AE = =

Fig 39 : Schéma illustrant la relation de Planck-Einstein
lLouise Piton -13703
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é rendement Monte Carlo.py

1 ## Importation des bibliothéques utiles

2 import numpy as np

3 dimport numpy.random as rd

4

5 ## Saisie des mesures et demi-étendues

6 m_ini = 0.300/2 # masse initiale de NBD-Cl en g pour purification colonne chromato

7 u_m_ini = 0.001/2 # incertitude sur la masse initiale de NBD-Cl

8

9 mexp = 0.099 # masse finale du fluorophore en g obtenu en sortie de colonne chromato
10 u_m exp = 0.001/2 # incertitude sur la masse initiale de fluorophore

11

12 M_NBDC1 = 199.55 #masse molaire du NBD-Cl en g.mol™-1

13 M_fluorophore = 300.27 #masse molaire du fluorophore en g.mol”-1

14

15

16 ## Simulation MC (Monte Carlo)

17 nbMC = 10000000

18
19 # Calcul de nbMC quantité de matiéres théoriques (initiale) aléatoires dans 1'intervalle d'incertitude
20 m_ini_MC = m_ini + rd.uniform(-u_m_ini, u_m_ini, nbMC)
21 n_ini_MC = m_ini_MC/M_NBDC1
22
23 # Calcul de nbMC quantité de matiéres expérimentales aléatoires dans 1'intervalle d'incertitude
24 m_exp_MC = m_exp + rd.uniform(-u_m_exp, u_m_exp, nbMC)
25 n_exp_MC = m_exp_MC/M_fluorophore
26
27 nMC = (n_exp_MC/n_ini_MC) # calcul de nbC n aléatoires avec Monte Carlo
28
29 n = np.mean(nMC) # calcul du n moyen
30
31 u_nMC = np.std(nMC, ddof = 1) # écart-type sur n ou ddof=1l impose racine(NMC-1) au dénominateur
32
33 #Résultat
34 print("Valeur de n : {}".format(n))
35 print("Incertitude-type sur n : {}".format(u_nMC))
36 print("n = {:.3f} = {:.3f}".format(n,u_nMC)) # affichage avec 3 décimales

ANNEXES

Fig 40 : Programme Monte Carlo

Calcul du rendement avec la méthode
Monte Carlo

Shells
Orthony FEE O O3 ¢ = X

>>> (executing cell "Importation des b...
" (line 2 of "rendement Monte Carlo.py"))

>>> (executing cell "Saisie des mesure...
“ (line 6 of "rendement Monte Carlo.py"))

»>>> (executing cell "Simulation MC (Mo...
" (line 17 of "rendement Monte Carlo.py")
)

Valeur de n : 0.43861567750548597
Incertitude-type sur n : 0.00153224767294
76345

n=0.439 = 0.002

>>>

Louise Piton-13703[ 37/38
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ANNEXES

Mesure de |’ indice de réfraction du
solvant

Tambiante =2 ZOC

Nacétonitrile = 1 ’345

nH2504 - 1,334 (H2504 a 0,5 mOI..L_1)

Fig 41 : Réfractométre d’ Abbe
Louise Piton-13703 38/38
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